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% (v/v)  Volumenprozent  MEX1  Maltoseexporter 
% (w/v)  Gewichtsprozent   min  Minute(n) 
3‐PGA  3‐Phosphoglyzerinsäure  mRNA  messenger RNA 
ADG1  ADP‐Glukosepyrophosphorylase, kleine Untereinheit  NADPH  Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
AL  aktinisches Licht  NDH  NAD(P)H Dehydrogenase 
APX  Ascorbatperoxidase  NF  Norflurazon 
ATP  Adenosintriphosphat  OD  optische Dichte 
bp  Basenpaare  Pa  anorganisches Phosphat 
bzw.  beziehungsweise  PAM  Puls‐Amplituden‐Modulation 
cDNA  komplementäre DNA  PC  Plastocyanin 
CEF  zyklischer Elektronenfluss  PCR  polymerase chain reaction 
Chl   Chlorophyll  PFD  Photonenflussdichte 
d  Tag(e)  PGI  Phophoglukoseisomerase 
DBMIB  Dibrommethylisopropyl‐Benzoquinone  PGM  Phophoglukomutase 
DCMU  Dichlorphenylharnstoff  pH  potentia hydrogenii 
DMSO  Dimethylsulfoxid  pmf  proton motive force 
DNA  Desoxyribonukleinsäure  PQ   Plastochinon 
DTT  Dithiothreitol  PS  Photosystem 
E  Extinktion  qE  Hoch‐Energie Löschung 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat  qP  photochemische Energielöschung 
ET  Elektronentransport  RNA  Ribonukleinsäure 
et al.  et alii (und Andere)  ROS  Reaktive Sauerstoffspezies 
ETK  Elektronentransportkette  rpm  revolutions per minute 
ETR  Elektronentransportrate  RT  Raumtemperatur 
F0  Grundfluoreszenz   s  Sekunde(n) 
Fd  Ferredoxin  SEX1  Glukan‐Wasser‐Dikinase 
Fm  maximale Fluoreszenz  SD  Standardabweichung 
FNR  Ferredoxin‐NADP+‐Oxidoreduktase  SDS  Natriumdodecylsulfat 
FR  dunkelrot  SE  Standardfehler 
Fru  Fruktose  Suc  Saccharose 
Fv/Fm  maximale Quanteneffizienz  Taq  Thermus aquaticus 
g  Erdbeschleunigung  T‐DNA  Transfer‐DNA 
g  Gramm  TP  Triosephosphat 
Glc  Glukose  TPT  Triosephosphat/Phosphat Translokator 
GPT  Glukose‐6‐phosphat/Phosphat Translokator  Tris  Tris(hydroxymethyl)‐aminomethan 
GUN  genome uncoupled  UV  Ultraviolett 
h  Stunde(n)  VDE  Violaxanthin De‐Epoxidase 
H+  Proton  Vol.  Volumen 
HCF  Hoch‐Chlorophyll‐Fluoreszenz  WT  Wildtyp 
HL  Hochlicht  WWZ  Wasser‐Wasser‐Zyklus 
LEF  Linearer Elektronenfluss  XPT  Xylulose‐5‐phosphat/Phosphat Translokator 
LHC  Lichtsammelkomplex  XZ  Xanthophyllzyklus 
LL  Schwachlicht  z.B.  zum Beispiel 












die  Redoxpotential‐abhängige  Elektronentransportkette  (ETK)  auf  NADP+  zum  Aufbau  von 
Reduktionsäquivalenten  (NADPH)  zu  übertragen.  An  diesen  Elektronentransport  ist  die 
Synthese der energiereichen Verbindung ATP aus ADP und Pa gekoppelt. Die Assimilierung von 
CO2 im Stroma der Chloroplasten wird durch die Verfügbarkeit von NADPH und ATP limitiert. 
Veränderungen  in  der  Lichtquantität  und  ‐qualität  können  dramatische  Störungen  der  ETK 
sowie  der  Folgereaktionen  verursachen.  Somit  sind  die  Akklimatisierungsprozesse  der 
Photosynthesemaschinerie  an  veränderte  Lichtbedingungen  von  entscheidender  Bedeutung 





sind  in  der  pflanzlichen  Zelle  im  Chloroplasten  lokalisiert.  Die  Chloroplasten  sind  durch 
Endosymbiose mit  einem  prokaryotischen Organismus  hervorgegangen  (Race  et  al.,  1999). 
Pflanzliche  Chloroplasten  besitzen  drei  Membransysteme,  die  äußere  und  die  innere 
Hüllmembran  sowie  die  Thylakoidmembran,  welche  durch  Ausstülpungen  der  inneren 
Membran  hervorgeht.  Dieses  Membransystem  legt  durch  Schaffung  eines  zweiten 
Reaktionsraumes  im Stroma des Chloroplasten, dem  inneren Thylakoidlumen, die Grundlage 
für die Reaktionen der Photosynthese. Das  Thylakoidmembransystem bildet  Strukturen mit 
hohen  gestapelten  Membranen  (Granathylakoide)  und  ungestapelten  Membranen 
(Stromathylakoide)  aus.  Die  ETK  wird  durch  drei  membranständige  Komplexe,  das 






Lumenseite mit  den  Thylakoiden  assoziierte  Plastocyanin  (PC) miteinander  gekoppelt  sind. 
Diese Membrankomplexe  sind  jedoch  nicht  gleichmäßig  in  der  Thylakoidmembran  verteilt. 
Während  PSI  in  der  Stromathylakoiden  lokalisiert,  ist  das  funktionelle  PSII  in  den 
Granathylakoiden  vorzufinden  (Danielsson  et  al.,  2004).  Dies  verhindert  die  excitonische 
Energieübertragung  von  PSII  auf  PSI  (Trissl  und  Wilhelm,  1993).  Der  Cyt b6f  Komplex  ist 
hingegen homogen in den Thylakoiden verteilt (Allred und Staehelin, 1986). Alle Komplexe der 
ETK  sind multimere Proteinsuperkomplexe, von denen  im Folgenden nur Untereinheiten  im 
direkten Zusammenhang mit der ETK beschrieben werden  (für Details siehe Abbildung 1.1 A 
und Abbildung 4.1 B; Review von Barber, 2004; Busch und Hippler, 2010).  
Das  Licht wird durch die  Lichtsammelkomplexe  (light harvesting  complex =  LHC)  absorbiert 
und  die  Anregungsenergie  zu  den  Reaktionszentren  von  PSII  und  PSI  über  strahlungslosen 




P680  besitzt  ein  Redoxpotential  von  1,15 V,  welches  benötigt  wird  um  am 
sauerstoffentwickelnden  Komplex  (oxygen  evolving  complex = OEC),  einem Mn4Ca+‐Cluster, 
Wasser  zu  oxidieren.  Die  photolytische  Wasserspaltung  gibt  unter  Oxidation  von  zwei 
Molekülen H2O ein Molekül O2 und 4 Protonen  (H+)  in das Thylakoidlumen ab  (Cady et al., 
2008). Hierbei werden vier Elektronen freigesetzt und über die ETK transportiert.  















PC  reduziert  auf  der  Donorseite  des  PSI  das  zuvor  durch  Lichtabsorption  und 
Elektronenweitergabe  oxidierte  Reaktionszentrum  des  PSI  (P700).  Analog  zu  P680  befindet 
sich  im P700 ein Chl a Dimer, das Licht mit einer Wellenlänge von 700 nm absorbieren kann 
und  ein  Elektron  an  ein  modifiziertes  Chl a  (A0)  überträgt.  Vom  P700  aus  werden  die 
Elektronen  entlang  des  Redoxpotentialgefälles  über  ein  Phyllochinon  (A1)  und  nachfolgend 
über  drei  proteingebundene  Eisenschwefelzentren  auf  Ferredoxin  (Fd)  übertragen.  Hier 
vermittelt  die  Ferredoxin‐NADP+  Oxidoreduktase  (FNR)  die  Übertragung  der  Elektronen  in 
einem  Zwei‐Elektronentransportschritt  von  Fd  auf  NADP+  zum  Aufbau  des 







(Lichtabsorption,  Elektronentransport  und  Etablierung  eines  pH‐Gradienten  über  der 
Thylakoidmembran)  gekoppelt.  Im  Tagesverlauf,  aber  auch  über  den  gesamten 
Entwicklungszeitraum der Pflanze kommt es zu starken Fluktuationen der Lichtintensität (z.B. 
Licht/Schatten).  Um  das  Licht  bei  geringeren  bzw.  hohen  Photonenflussdichten  (PFDs) 
effizient nutzen zu können, müssen protektive Mechanismen und Akklimatisierungsprozesse 
etabliert sein bzw. werden. 
1.2 PROTEKTIVE  MECHANISMEN  ZUM  SCHUTZ  DER  PHOTOSYNTHESE  BEI  ERHÖHTER 
LICHTABSORPTION 
Unter natürlichen, physiologischen Bedingungen  kommt es  zu  Situationen,  in denen  zu  viel 
Licht  absorbiert  wird,  welches  aufgrund  von  Limitationen  in  der  ETK  und  den 






einem  Abfluss  des  „Energiedrucks“  in  alternative  Wege  führen.  Diese  im  Folgenden 
beschriebenen  protektiven Mechanismen werden  häufig  in  der  Literatur  unter  dem Begriff 
der Kurzzeitakklimatisierung oder Kurzzeitantwort zusammengefasst  (Bailey et al., 2001). Da 
diese  Mechanismen  aber  nicht  direkt  zu  einer  stöchiometrischen  Veränderung  der 
Photosynthesemaschinerie  führen  und  nicht  durch  eine Veränderung  in  der Genexpression 
induziert  werden,  werden  sie  im  Rahmen  dieser  Arbeit  als  protektive  Mechanismen 
beschrieben.  Allerdings  kann  die  Kapazität  dieser  protektiven  Mechanismen  mit 





Wärmedissipation und die Chl a Fluoreszenz miteinander  in Konkurrenz.  Im  intakten System 
ist die Chl a Fluoreszenz minimal (3 %) und hat keine physiologische Bedeutung. Mithilfe der 
Puls‐Amplituden‐Modulation  (PAM)  Fluorometrie  lassen  sich  jedoch,  über  Änderungen  der 
variablen Chl a Fluoreszenz (Fv) des PSII, Photosyntheseeffizienz und Elektronentransportraten 
(ETR)  bestimmen  (Abschnitt 2.8.1).  Kann  die  absorbierte  Lichtenergie  nicht  in  den 
photochemischen Prozessen verwendet werden (photochemische Energielöschung; qP = hohe 
Fv),  wird  ein  Großteil  der  Energie  auf  Kosten  der  Fv  in  Form  von Wärme  an  den  LHCIIs 
abgestrahlt  (nicht‐photochemische  Energielöschung;  qE=niedriges  Fv;  Ruban  und  Horton, 
1994).  Dieser  Prozess  der  „Hoch‐Energie“  Löschung  (qE) wird  über  den  transthylakoidalen 
pH‐Gradienten reguliert. Es wurde postuliert, dass die Ansäuerung des Thylakoidlumens eine 
Konformationsänderung der LHCII induziert. Die Lebensdauer der Anregungszustände der Chl 
Moleküle  wird  verkürzt  und  somit  die  Wahrscheinlichkeit  zur  Wärmeabstrahlung  erhöht 
(Horton  et  al.,  2008).  Kontrovers  hierzu  postulierten  Barros  et  al.  (2009)  auf  Basis  von 
Kristallstrukturanalysen,  dass  die  Energielöschung  des  LHCII  durch  Interaktion mit  anderen 









zu  Zeaxanthin  (Demmig‐Adams  und  Adams,  1996).  Zusammen  mit  der  enzymatischen 
Rückreaktion durch die Zeaxanthin Epoxidase beschreibt dieser Umsatz den Xanthophyllzyklus 
(XZ). Auch wenn über Mutanten mit einem Defekt in der VDE (npq1) gezeigt werden konnte, 
dass der XZ essentiell  für das qE  ist, bleibt die  Funktion des XZ am qE unklar  (Niyogi et al., 
1998).  Es  wurde  postuliert,  dass  Zeaxanthin  als  allosterischer  Regulator  die 
Konformationsänderung  der  LHCII  kontrolliert  (Horton  et  al.,  2000).  Li  et  al.  (2000) 
identifizierten  eine  weitere  qE Mutante  (npq4) mit  einer  Defizienz  in  der  lumenständigen 




vom  angeregten  Singulettzustand  (1Chl*)  in  den  in  der  langlebigen  Trippletzustand  (3Chl*) 
übergehen.  Dieser  kann  direkt  durch  Übertragung  der  Energie  auf  eng  assoziierte 





dies  ebenfalls  zu  einer  Überführung  des  Reaktionszentrums  P680  in  den  langlebigen 
3Chl* Zustand. Durch Übertragung der Energie von  3Chl* auf O2 entsteht hier ebenfalls  1O2, 
welcher durch das Antioxidans α‐Tocopherol im P680 durch Oxidation abgebaut werden kann 
(Trebst  et  al.,  2002).  Übermäßige  Produktion  von  1O2  ist  jedoch  Hauptkomponente  der 
oxidativen Schädigung am PSII Reaktionszentrum (Triantaphylidès et al., 2008).  
Das  PsbA  (D1)  Protein,  im  Reaktionszentrum  des  PSII,  unterliegt  aufgrund  der  Schädigung 
durch  die  stetige  1O2  Produktion  einem  kontrollierten  Ab‐  und  Aufbauzyklus  (damage  and 
repair  cycle).  Überwiegt  jedoch  die  photooxidative  Schädigung  des  PSII  die 
Reparaturmechanismen (de novo Synthese von PsbA) spricht man von Photoinhibition (Melis, 
1999),  welche  die  Photosyntheseeffizienz  dramatisch  reduziert.  Dieser  Prozess  der 







Auch  am  PSI  kann  es  dann  zu  einer  akzeptorseitigen  Limitation  kommen,  wenn  der 
Redoxzustand des Stromas aufgrund fehlender Abnahme der Reduktionsäquivalente hoch  ist 
und nicht ausreichend NADP+  zur Reduktion  zu Verfügung  steht.  In diesem  Fall können die 
Elektronen am PSI direkt auf Sauerstoff übertragen werden. Hierbei wird vermutlich an den 
Fe‐S Clustern des PSI, durch Übertragung eines Elektrons  auf O2, ein  Sauerstoffradikal  (O2‐; 
Superoxid‐Anion)  gebildet  (Asada,  1999).  Der  reaktive  Sauerstoff  wird  über  das  Enzym 
Superoxiddismutase  (SOD)  unter  Aufnahme  von  zwei  H+  zu  H2O2  umgesetzt.  Die 
Detoxifizierung des H2O2 wiederum erfolgt über die Ascorbat Peroxidasen  (APX), von denen 
mehrere Isoformen im Chloroplasten vorliegen (Peltier et al., 2002). Bei der Verwendung von 
Ascorbat  als  Elektronen‐  und  H+‐donor  entsteht  H2O.  Die  hierbei  übertragenen  Elektronen 
kommen ursprünglich aus der Wasserspaltung am OEC und werden  letztendlich wieder auf 
Wasser  zurückgeführt.  Daher  wird  dieser  Prozess  auch  als  Wasser‐Wasser‐Zyklus  (WWZ) 
beschrieben. Ob dieser  alternative Abfluss der Elektronen  jedoch einen  signifikanten Anteil 
am Elektronentransport hat und zur Reduktion der Photoinhibition beiträgt wird kontrovers 




(Joliot  und  Joliot,  2002;  Breyton  et  al.,  2006;  Joliot  und  Joliot  2006).  Schon  1963  konnten 
Tagawa  et  al.  durch  in  vitro  Studien  an  isolierten  Thylakoiden  nachweisen,  dass  eine 
ATP‐Synthese  in  Anwesenheit  von  Fd‐,  ADP  sowie  Pa  stattfand,  wenn  nur  PSI  spezifisch 
angeregt  wurde.  Die  Mechanismen  und  involvierten  Proteinkomplexe  sind,  trotz  der 
Entdeckung  im  Jahr  1963,  noch  immer  nicht  klar  umrissen.  In  höheren  Pflanzen  existieren 
mindestens  zwei,  teilweise  redundante  Systeme  des  CEF,  die  nach  den  involvierten 
Komplexen benannt sind, und vier mögliche Transportwege der Elektronen vom PSI vermuten 
lassen  (Abbildung 1.1 B  [1‐4];  Munekage  et  al.,  2004).  Erstens,  der 
NAD(P)H‐Plastochinon‐Dehydrogenase Komplex  (NDH)  könnte die Elektronen direkt  von  Fd‐ 
oder  auch  NADPH  Elektronen  zurück  über  den  PQ‐Pool  auf  Cyt b6f  übertragen 
(Abbildung 1.1 B [1‐2]). Die Substrataffinität des NDH Komplexes zu NADH ist allerdings höher 





(protongradient  regulation  5)  in  Kooperation  mit  PGRL1  (PGR5‐like  1)  könnte  als 
Elektronenüberträger von Fd‐ oder der FNR auf den Cyt b6f fungieren (Dal Corso et al., 2008). 
Erst  kürzlich  konnten  Iwai  et  al.  (2010)  nachweisen,  dass  sich 
PSI‐LHCI‐LHCII‐FNR‐Cyt b6f‐PGRL1  in  Chlamydomonas  reinhardtii  zu  einem  Superkomplex 
formieren, welcher wahrscheinlich den CEF vermittelt (Abbildung 1.1 B [3‐4]). 
Physiologisch  erhöht  die  Übertragung  der  Elektronen  auf  den  PQ‐Pool  über  den  CEF  die 
Ansäuerung des Thylakoidlumens und könnte, unter Bedingungen,  in denen der LEF  limitiert 
ist,  zur  ATP  Synthese  beitragen.  Parallel  hierzu  wird  über  eine  Verstärkung  des  qE  in 
Abhängigkeit des CEF diskutiert, da die pgr5 Mutante aus A. thaliana  in der Induktion des qE 
gestört  ist  (Rumeau  et  al.,  2007;  Miyake,  2010).  Der  CEF  könnte  als  Mechanismus  zur 
Anpassung  der  ATP/NADPH  Verhältnisse  fungieren,  wenn  die  Abnahme  der 
Reduktionsäquivalente  aufgrund  von  Pertubationen  im  Stoffwechsel  oder  Lichtabsorption 
verändert wird. Wie groß die Beteiligung des CEF am Elektronentransport sein kann, wird seit 
langem diskutiert. Messungen in Hordeum vulgare unter HL und Trockenstress konnten einen 
Anteil von  fast 30 % des CEF am PSI zeigen  (Clark und  Johnson, 2001), während Messungen 
unter  physiologischen  Bedingungen  bei  Spinacia oleracea  dem  CEF  nur  eine  geringe, 
konstante Beteiligung am ET beimessen (Klughammer und Schreiber, 1994). 
(3) Verringerung/Veränderung der Lichtabsorption 
Änderungen  in  der  Lichtintensität  oder  ‐qualität  führen  zu  einer  ungleichen  Anregung  der 
Photosysteme und  somit  zu einer Reduzierung der Effizienz durch  z.B. Photoinhibition. Um 
diesem Prozess entgegen zu wirken, kommt es  in den Thylakoiden zu state transitions, dem 




et  al.,  2005;  Bellafiore  et  al.,  2005).  Die  phosphorylierten  LHCIIs  wandern  von  den 
Granathylakoiden  in Bereiche der Stromathylakoide und assoziieren mit PSI (state 2). Die für 
die Dephosphorylierung der  LHCII verantwortliche Phosphatase  (TAP38) wurde erst kürzlich 
identifiziert  (Pibril  et  al.,  2010;  Shapiguzov  et  al.,  2010).  Diese  Anpassungen  laufen  im 





Plastochinon  Pools  (PQ‐Pool)  reguliert,  der  in  Abhängigkeit  des  eingestrahlten  Lichts mehr 
oxidiert oder reduziert vorliegt (Allen et al., 1981).  
Auf  extraplastidärer  Ebene  lässt  sich  im  HL  eine  Chloroplastenbewegung  an  die  lateralen 
Zellwände, die so genannte Lichtvermeidungsbewegung beobachten, während hingegen im LL 
die Chloroplasten nach dem Licht ausgerichtet werden um die maximale Photonenausbeute 
zu  erreichen. Diese Bewegung wird  über Blaulichtrezeptoren, welche mit  der  Zellmembran 
assoziiert sind, vermittelt (Sakamoto et al., 2002). Neuere Studien von Suetsugu et al. (2009) 
konnten  einen  Zusammenhang  mit  der  Lichtvermeidungsbewegung  an  kurzen 
Aktinfilamenten, vermittelt durch Kinesin ähnliche Motorproteine, KAC1 und KAC2, zeigen. 
 
Abbildung 1.1  Übersicht  über  die  Elektronentransportkette  der  Photosynthese.  (A)  Modell  des  linearen 
Elektronentransportes (LEF) im Zusammenhang mit dem Aufbau der Reduktionsäquivalente NADPH und ATP. (B) 
Modell  des  zyklischen  Elektronentransportes  (CEF)  mit  den  putativ  involvierten  Komponenten.  Blau: 
Transportwege  der  Protonen  (H+),  Rot:  Transportwege  der  Elektronen,  Fd=Ferredoxin, 
FNR=Ferredoxin‐NADP+‐Oxidoreduktase,  NDH=NAD(P)H  Dehydrogenase,  CF1‐CF0=ATP‐Synthase, 







Die  Langzeitanpassung  umfasst  den  spezifischen  Auf‐  und  Abbau  von 
Photosynthese‐assoziierten  Komponenten  durch  de novo  Synthese  zum  Umbau  der 
Photosynthesemaschinerie. Diese Prozesse bedingen eine Veränderung der Transkription und 
Translation  von  kernkodierten  und  plastomkodierten  Genen.  Der  Umbau  der 
Photosynthese‐assoziierten  Komponenten  zur  Optimierung  der  Lichtabsorption  ist  ein 
Mechanismus der unter dem Begriff „Akklimatisierung“ zusammengefasst werden kann.  
(1) Stöchiometrische Änderungen der Photosynthese‐assoziierten Komponenten 
Die  Akklimatisierungsprozesse  der  Photosynthese  und  des  Chloroplasten  selbst  wurden 
bereits eingehend beschrieben. Die Beobachtung, dass ein Anstieg der Chl a/b Verhältnisse 
mit  steigenden  Lichtintensitäten  korreliert,  geht  auf  die  Größenabnahme  der  LHCII  zurück 
(Leong  und Anderson  1984a). Unter  LL Bedingungen  angezogene  Pflanzen  besitzen wenige 
PSII  Reaktionszentren  mit  großen  Antennen,  die  das  Licht  effizient  absorbieren  und  der 
Photochemie  zuleiten.  Im Gegensatz dazu wird die Anzahl der PSII Reaktionszentren  im HL 
erhöht, welche  jedoch mit  kleinen  Antennen  ausgestattet  sind  (Bailey  et  al.,  2001).  Diese 
stöchiometrische Änderung der Antennen  im Licht wird über Regulierung der Lhcb Proteine 
transkriptionell gesteuert.  Im HL konnte eine gesteigerte Abundanz des Cyt b6f Komplex und 




Die  stöchiometrischen  Änderungen  wirken  sich  konkret  auf  die  Ultrastruktur  der 
Chloroplasten aus. Während  in den Chloroplasten  LL‐akklimatisierter Pflanzen eine  stärkere 
Stapelung der Granathylakoide und eine geringe Anzahl der Plastoglobuli zu beobachten  ist, 
kann  im  HL  eine  deutliche  Abnahme  der  Stapelung  parallel  mit  einer  Zunahme  der 
Plastoglobuli beobachtet werden (Lichtenthaler et al., 1982; Allen und Forsberg, 2001).  
(2) Anpassung der protektiven Mechanismen 











Es  sind  allerdings  wenige  Studien  bekannt,  die  eine  Induktion  der  CEF  assoziierten 
Komponenten  im  Zusammenhang  mit  der  Akklimatisierung  zeigen.  Bei  Hitze‐  und 










beinhaltet  die  Perzeption  von  Ungleichgewichten  in  der  Photosynthese  durch  veränderte 
Lichtabsorption  anhand  des  Reduktionsgrads  der  ETK  bzw.  des  PQ‐Pools.  Mithilfe  von 
Inhibitorstudien,  welche  die  Reduktion  bzw.  Re‐Oxidation  des  PQ‐Pools  verhindern 
([3‐(3',4'‐Dichlorphenyl)‐1,1‐Dimethylharnstoff]  [DCMU]  bzw. 




gekoppelt  ist.  Ähnliche  Ergebnisse  erhielt  man,  wenn  mit  verschiedenen  Lichtqualitäten 
gearbeitet wurde, die bevorzugt PSII bzw. PSI anregen (Pfannschmidt et al., 2001). Dies deutet 
darauf  hin,  dass  durch  den  Reduktionsgrad  der  ETK  Signale  generiert werden, welche  den 







Chloroplasten  evolvierten  aus  freilebenden  prokaryotischen  Organismen,  die  über  die 
Endosymbiose  in die eukaryotische Zelle aufgenommen wurden. Während der Evolution der 
höheren  Landpflanzen wurden  die meisten Gene  des  plastidären Genoms  (Plastom)  in  das 
Genom  des  eukaryotischen Wirtes  transferiert  (horizontaler Gentransfer).  Schätzungsweise 
werden über 95 % der über 3000  für die  Funktionalität benötigten plastidären Proteine  im 
Zytosol  translatiert und  in den Plastid  importiert  (Keeling und Palmer, 2008). So kodiert das 
A. thaliana  Plastom  nur  noch  für  87  Proteine,  welche  für  den  Photosyntheseapparat  und 
Metabolismus, sowie für die Transkription und Translation essentiell sind (Sato et al., 1999).  
Die lokale Trennung der Genome macht eine enge Koordination der Regulation zwischen Wirt 
und  Symbiont  unabdingbar.  Nicht  nur  während  der  Differenzierung  und  Entwicklung  der 
Plastiden und der Pflanzengeweben, sondern auch bei ausdifferenzierten Zelltypen muss eine 
stete Kommunikation über den Status bestehen. Die Genexpression des Plastiden ist integriert 
in  das  eukaryotische  Regulationssystem,  denn  viele  RNA‐Bindeproteine,  involviert  in  die 
chloroplastidäre  Genexpression,  sind  kernkodiert.  Diese  umfassen  z.B. 
Pentatricopeptid Repeat  Proteine  (PPR,  Schmitz‐Linneweber  und  Small,  2008), 
RNA‐Polymerase  Sigma‐Faktoren  (Tanaka  et  al.,  1997)  oder  auch  RNA  splicing  Faktoren 
(Kroeger et al., 2009). Die postulierten Kommunikationssignale vom Chloroplast zum Kern, die 
dort  die  Genexpression  an  veränderte  Bedingungen  anpasst,  werden  als  retrograde,  die 
Antwort des Kerns hingegen als anterograde Signale bezeichnet. Die chemische Natur dieser 
Signale  ist  unbekannt.  Jedoch  werden  derzeit  fünf  unabhängige  plastidengenerierte 
Signalklassen,  abhängig  vom  Ort  der  Entstehung,  definiert:  (1)  Tetrapyrrolbiosynthese,  (2) 





der genome uncoupled Mutanten  (gun1‐5), die  auch bei  starker Photoinhibition  verursacht 
durch Norflurazonbehandlung (NF) keine Reprimierung der Lhcb1 Expression zeigten (Susek et 





Interessanterweise  sind  die  betroffenen  Gene  der  Mutanten  (GUN2‐5)  in  die 
Chlorophyllbiosynthese involviert. Strand et al. (2003) postulierten, dass die Akkumulation der 




die  MgProtoIX Gehalte  im  Wildtyp  (WT)  bei  NF  Behandlung  stark  absanken.  Es  wird 
angenommen,  dass  der  metabolische  Fluss  oder  aber  die  Enzymaktivität  in  der 
Chlorophyllbiosynthese selbst eine entscheidende Rolle spielt. 
(2) Redox Prozesse in der Photosynthese 
Durch Modulation  des Reduktionsgrads  der  ETK,  vornehmlich  durch  Inhibitoren wie DCMU 





al.,  1999).  Eine  der  detailliertesten  Studien  zur  transkriptionellen  Kontrolle  kernkodierter 






Die  photosynthetischen  Reaktionen  können  zu  der  Formierung  von  ROS,  hauptsächlich 
Wasserstoffperoxid  (H2O2)  und  Singulettsauerstoff  (1O2),  insbesondere  unter  hohen 
Lichtintensitäten  führen  (Abschnitt 1.2).  Im  Zusammenhang mit der ROS Entstehung  konnte 
durch  Karpinski  et  al.  (1999)  eine  Induktion  von  kernkodierten Genen  beobachtet werden, 
welche  in  die Detoxifizierung  von ROS  involviert waren. Die H2O2 Akkumulation  korrelierte 
positiv mit der Induktion der Ascorbatperoxidase (APX2). Allerdings bestehen Zweifel, ob H2O2 











Verwendung  verschiedener  Antibiotika,  stellte  einen  Zusammenhang  mit  der  nukleären 
Genexpression her. In den constitutive photomorphogenic Mutanten (cop1‐4) kommt es auch 
im  Dunkeln  zu  einer  normalerweise  lichtabhängigen  Expression  der  Lhcb1  Gene.  Bei 
Inhibierung  der  plastidären  Proteinbiosynthese  durch  Lincomycin  wurde  die  Expression 
hingegen  reprimiert.  Diese  postulierte  Regulation  findet  allerdings  nur  in  der  frühen 
Keimungsentwicklung  statt  (Oelmüller,  1986).  Ein  ähnlicher  Zusammenhang  konnte  auch 
mithilfe der gun1 Mutante (chloroplastidär lokalisiertes PPR) hergestellt werden. Während im 
WT bei Lincomycinbehandlung die Akkumulation der Lhcb1 und RbcS (RubisCO small subunit) 




Bis heute gibt es  lediglich  Indizien, die auf eine Rolle des Metabolismus  in der  retrograden 
Signalgebung  hindeuten.  So  ist  in  einem  vorwärtsgerichteten  genetischen  screen  auf 
Veränderungen  in  der  Akklimatisierung  von  Mutanten  (acclimation  of  photosynthesis  to 
environment = ape),  eine  Mutante  mit  einem  Defekt  im  chloroplastidären 
Triosephosphat/Phosphat Translokator  (TPT, Abschnitt 1.5) aufgefallen  (Walters et al., 2003, 











Die  Produktion  von  NADPH  und  ATP  in  der  Photosynthese  muss  in  einem  streng 
stöchiometrischen Verhältnis stehen und dem Bedarf der an sie gekoppelten Reaktionen  im 
nachgeschalteten Stoffwechsel angepasst sein. Photoinhibition durch Schädigung am PSII bei 
hohen  Lichtintensitäten  senkt die Photosyntheseeffizienz,  reduziert dadurch die Produktion 
von  NADPH  und  ATP  und  führt  folglich  zu  Limitationen  im  Stoffwechsel  (feed  forward 
Kontrolle durch Licht). Im Gegenzug muss der Stoffwechsel an die Produktion von NADPH und 
ATP angepasst werden können. Denn eine Diskrepanz zwischen Produktion und Abnahme der 
Reduktionsäquivalente  und  ATP  würde  zu  einem  „Rückstau“  an  der 
Photosynthesemaschinerie  und  somit  zu  einer  Störung  der  ETK  führen  (feedback  Kontrolle 
durch den Metabolismus; Cruz et al., 2005). Die Abnahme von NADPH und ATP erfolgt primär 
im  Calvin‐Zyklus  (reduktiver  Pentosephosphatzyklus).  Befindet  sich  der  Calvin‐Zyklus  im 
Fließgleichgewicht,  werden  ⅚  des  aus  der  Reduktion  hervorgehenden 
Glyzerinaldehyd‐3‐Phosphates  (GAP)  in den regenerativen Prozess eingeschleust, während ⅙ 
in  den  weiteren  Stoffwechsel  einfließen.  Primär  sind  dies  die  Stärke‐  und 
Saccharosebiosynthese.  
Die  transitorische  Stärke  dient  als  Kohlenhydratspeicher  und  wird  am  Tag  während  der 
Lichtphase  im  Chloroplasten  aufgebaut  und  in  der  Dunkelperiode  fast  vollständig 
aufgebraucht  (Smith  et  al.,  2005).  Der  Aufbau  der  transitorischen  Stärke  im  Chloroplasten 
erfolgt über Fruktose‐6‐Phosphat (Fru6P), einem Intermediat des Calvin‐Zyklus, welches über 
das Enzym Phosphoglukoseisomerase (PGI) in Glukose‐6‐Phosphat (Glc6P) umsetzt wird. Diese 
Reaktion  steht  im  Gleichgewicht  mit  der  Folgereaktion  zu  Glukose‐1‐Phosphat  (Glc1P), 
vermittelt  über  das  Enzym  Phosphoglukomutase  (PGM). Unter Verbrauch  von ATP wird  im 
Folgenden  durch  die  ADP‐Glukose‐Pyrophosphorylase  (AGPase)  Glc6P  zu  ADP‐Glukose 
(ADP‐Glc)  adenyliert, welches  als  direktes  Substrat  der  löslichen  und  Granula‐gebundenen 
Stärke  Synthasen  (SS und GBSS)  auf ein nicht  reduzierendes Ende einer  α‐1,4‐  verknüpften 
Glukankette  übertragen  wird  (Smith  et  al.,  1997).  Die  AGPase  als  Schlüsselenzym  der 
Stärkebiosynthese (Ballicora et al., 2004) besteht aus einer regulatorischen und katalytischen 
Untereinheit  (ADG1  bzw.  ADG2).  Im  Stroma  der  Chloroplasten  lokalisiert  bildet  es  ein 








von  der  angenommen  wird,  dass  sie  den  Aktivierungszustand  in  Abhängigkeit  vom  Licht 
und/oder  Saccharose  reguliert  (Michalska  et  al.,  2009).  Da  transitorische  Stärke  den 
Energiespeicher  in der Dunkelperiode darstellt, zeigen A. thaliana Mutanten mit Defekten  in 
der  AGPase  (adg1)  oder weiter  stromaufwärts  liegender  Prozesse  (pgm1,  pgi1)  besonders 
unter Kurztagbedingungen eine Wachstumsretardierung  (Kofler et al., 2000; Yu et al., 2000; 
Kunz et al., 2010). Der Verlust der Stärkebiosynthese  ist  jedoch nicht  letal  für die Pflanzen. 
Offenbar  kann  der  Stoffwechsel  auf  anderen Wegen  in  der Nacht  die  notwendige  Energie 
bereitstellen. Es wurde postuliert, dass der Fettsäurestoffwechsel über die  β‐Oxidation eine 
Schlüsselrolle  in der Energiebereitstellung  in Pflanzen mit Defekten  in der Stärkebiosynthese 
übernehmen kann (Kunz et al., 2009). 
In  der  Dunkelperiode  erfolgt  der  Abbau  der  Stärke;  dieser  wird  reguliert  durch  die 
Phosphorylierung  des  Amylopektins  durch  die  Enzyme Glukan‐Wasser‐Dikinase  (GWD)  und 
Phosphoglukan‐Wasser‐Dikinase (PWD; Kötting et al., 2005). A. thaliana Mutanten mit Defekt 
in der GWD  (sex1 = starch excess 1) akkumulieren hohe Mengen an Stärke  im Chloroplasten 
(Yu et al., 2001). Die Endprodukte des Stärkeabbaus, Maltose  (Mal) sowie Glc  fließen  in die 
Saccharosebiosynthese im Zytosol oder in die Glykolyse ein (Weise et al., 2004; Zeeman et al., 
2007). Über den  in der  inneren Hüllmembran  lokalisierten Maltoseexporter MEX1  (maltose 
excess 1) wird Mal  ins Zytosol  transportiert  (Niittylä et al., 2004) und dort  vermutlich über 
eine  Transglukosidase  (DPE2;  disproportionating  (iso)enzyme  2)  in  den  Stoffwechsel 
eingeschleust  (Chia  et  al.,  2004;  Lu  und  Sharkey,  2004).  Glukose  wird  über  einen 
Glukosetransporter  (GlcT)  ins Zytosol  transportiert  (Weber et al., 2000) und dort vermutlich 
direkt  durch  eine  an  der  äußeren  Hüllmembran  verankerte  Hexokinase  zu  Glc6P 
phosphoryliert und der Saccharosebiosynthese zugeführt. Im Gegensatz zu den Mutanten mit 
Defekten  in  der  Stärkebiosynthese,  die  unter  Langtagbedingungen  keine  gravierenden 
Phänotypen aufzeigen, ist die mex1‐1 Mutante chlorotisch und wachstumsretardiert (Lu et al., 
2006). Dies geht auf eine Akkumulation der Stärkeabbauprodukte Maltose  im Chloroplasten 






Saccharose  ist  der  Haupttransportzucker  und  wird  vom  Ort  der  Synthese,  dem  source 
Gewebe,  zu  heterotrophen  Organen  der  Pflanze,  den  sink  Geweben,  über  das  Phloem 
transportiert. Im Licht werden die im Calvin‐Zyklus synthetisierten Triosephosphate (TP) über 
den  Triosephosphat/Phosphat  Translokator  (TPT)  im  Austausch  gegen  Pa  ins  Zytosol 
geschleust (Flügge et al., 1989; Flügge, 1999). Alternativ können die TP auch im Gegentausch 
mit 3‐Phosphoglyzerinsäure  (3‐PGA) exportiert werden. Die TP können  im Zytosol durch die 
NAD‐Glyzerinaldehyd‐Phosphat‐Dehydrogenase  (NAD‐GAPDH)  zu  NADH  und  3‐PGA  oxidiert 
werden, welches  zum  Import erneut  zur Verfügung  steht. Mithilfe dieses 3‐PGA/TP Shuttles 
kann so Reduktionskraft aus dem Chloroplasten abgeführt werden (Flügge und Heldt, 1984). 
Im  Zytosol  werden  aus  zwei  Molekülen  TP  durch  das  Enzym  Aldolase  ein  Molekül 
Fruktose‐1,6‐bisphosphat  (Fru1,6P)  aufgebaut.  Im  Folgenden  dephosphoryliert  die 
Fruktose‐1,6‐bisphosphatase (FBPase) Fru1,6P zu Fruktose‐6‐Phosphat  (Fru6P), welches über 
die  zytosolischen  Isoformen  der  PGM,  und  PGI  in  Glc1P  umgesetzt  wird.  Durch  die 
UDP‐Glukosepyrophosphorylase  (UGPase) wird  Glc1P  in  UDP‐Glukose  (UDP‐Glc)  umgesetzt 
und zusammen mit einem Molekül Fru6P zu dem Disaccharid Saccharose‐Phosphat durch die 




welches  ein  Inhibitor  der  FBPase  darstellt  (Stitt  et  al.,  1987).  Im Dunkeln  akkumulierendes 
Fru2,6P führt zu einer Abschaltung der FBPase Aktivität (Servaites et al., 1989), daher können 
TP im Dunkeln nicht in die Saccharosebiosynthese einfließen.  
Der TPT  ist der Hauptexporter der Photoassimilate  im  Licht. Durch die  Isolierung einer TPT 
Mutante  (tpt‐1)  mit  drastisch  verminderter  Transportaktivität  auf  etwa  10‐20 %  konnte 




et  al.,  2000b).  Durch  Einkreuzung  einer  A. thaliana  Mutante  mit  Funktionsverlust  in  der 
AGPase (adg1‐1) wurde die zentrale Rolle des kompensatorischen Mechanismus offenbar. Die 





Elektronenmikroskopische  Aufnahmen  der  Chloroplasten  zeigten  eine  starke  Erhöhung  der 
Granathylakoide und eine Zunahme der Plastoglobuli (Häusler et al., 2009). Des Weiteren wies 
die  adg1‐1/tpt‐1 Doppelmutante  eine  deutliche  Reduzierung  in  der  Photosyntheseeffizienz 
auf (Schneider et al., 2002), die durch eine substantielle Erhöhung der Grundfluoreszenz (F0) 
verursacht wurde  (Häusler  et al., 2009).  Es wurde postuliert, dass dies  auf  einen  erhöhten 
Anteil von reduziertem QA in diesen Doppelmutanten zurückging. Da angenommen wird, dass 
der  Reduktionsgrad  des  PQ‐Pools  regulative  Funktionen  übernimmt,  machen  die 








Die  Akklimatisierung  und  die  damit  einhergehenden  Charakteristika  der  Photosynthese  an 
veränderte  Lichtbedingungen  beschränkten  sich  häufig  auf  die  Beobachtungen  des 
Akklimatisierungszustands, während die Prozesse wie Signalgebung und deren Mechanismen 
nicht  ausreichend  verstanden  sind.  Die  Beteiligung  des  Kohlenhydratstoffwechsels  an 
Akklimatisierungsprozessen, da  eng mit der Photosynthese  assoziiert, wurde  immer wieder 
postuliert (Paul und Pellny, 2002; Kleine et al., 2009). Aufgrund der starken Überschneidungen 
mit  anderen  Signalwegen  und  möglicherweise  auch  aufgrund  der  hohen  Flexibilität  des 
Kohlenhydratstoffwechsels konnten bis heute keine eindeutigen Hinweise für die Beteiligung 
des Stoffwechsels an der Akklimatisierung an veränderte Lichtbedingungen gefunden werden. 
Die  durch  Schneider  et  al.  (2002)  generierte  adg1‐1/tpt‐1  Doppelmutante  bot  für  solche 
Studien  einen  entscheidenden  Vorteil.  Die Mutante  besitzt  keine  direkte  Beeinträchtigung 
innerhalb  der  ETK  oder  der  Photosynthese‐assoziierten  Komponenten  und  daher  können 




TPT  konnte  aber  inzwischen  identifiziert  werden  (Diplomarbeit  Henseler,  2003).  Eine 
generierte  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  war  jedoch  überlebensfähig  und  offenbarte  den 
gleichen Photosynthesephänotyp wie die Doppelmutante. Ziel dieser Arbeit war es daher den 
Phänotyp  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  auf  molekularer,  biochemischer,  sowie 
biophysikalischer  Ebene  in Abhängigkeit  verschiedener  Lichtintensitäten  zu  charakterisieren 
und aufzuklären. Mithilfe von Chlorophyll a Fluoreszenzmessungen und Proteinanalysen sollte 
damit  begonnen  werden,  zunächst  den  Photosynthesephänotyp  zu  charakterisieren.  In 
weiterführenden  Experimenten  sollte  der  Zusammenhang  zwischen  Akklimatisierung  und 











in  folgenden  genetischen Hintergründen. Als Wildtyp  (WT) diente A.  thaliana  L. Heynh.  cv. 
Columbia (Col‐0), cv. Wassilewskija (WS‐2), sowie cv. Landsberg erecta. 
Mutante  AGI  Ökotyp  Mutagenese Resistenz Publiziert von
adg1‐1  AT5G48300 Col‐0  EMS ‐ Lin et al., 1988
gpt2‐1  AT1G61800 Col‐0  T‐DNA Sulf Niewiadomski et al., 2005
mex1‐2  AT5G17520 Col‐0  EMS ‐ Niittylä et al., 2004
pgi1‐1  AT4G24620 Col‐0  EMS ‐ Yu et al., 2000
pgm1  AT5G51820 Ler  AC/DS Hyg/Strep Kofler et al., 2010
sex1‐3  AT1G10760 Col‐0  EMS ‐ Yu et al., 2001
tpt‐2  AT5G46110 Col‐0  T‐DNA Kan (SALK_03707)








RL_GAPDH‐3‘ fwd  TTG GTG ACA ACA GGT CAA GCA
RL_GAPDH‐3‘ rev  AAA CTT GTC GCT CAA TGC AAT C
RL_GAPDH‐5‘ fwd  TCT CGA TCT CAA TTT CGC AAA A




















RL_UBC fwd  CTG CGA CTC AGG GAA TCT TCT AA
RL_UBC rev  TTG TGC CAT TGA ATT GAA CCC
35S_fwd  GCA AGA CCC TTC CTC TAT ATA AG
dpa1_fwd  CAG TCG AAT CTT GAT GAC CGT CGA TGA TG
dpa1_rev  GTT CGT CGA GAA TCA GAG TGG CTC
2.3 CHEMIKALIEN UND ENZYME 
Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden bei folgenden Herstellern bezogen:  
Applichem  (Darmstadt), Biomol  (Hamburg), Biorad  (Hercules, Kalifornien), Difco  (Hamburg), 
Duchefa  (Haarlem,  Niederlande),  GE  Healthcare  (Piscataway,  New  Jersey),  Hartmann 
(Heidenheim),  Invitrogen  (Carlsbad,  Kalifornien),  Merk  (Darmstadt),  Millipore  (Billerica, 
Massachusetts), Quiagen  (Hilden), Roche  (Mannheim), Roth  (Karlsruhe),  Serva  (Heidelberg), 
Sigma‐Aldrich (St. Louis, Missouri), Whatman (Maidstone, England). 














verwendet:  Robin  (Lohse  et  al.,  2010),  FIRE  (Elemento  et  al.,  2007).  Die  Kandidatengene 




Die  Chromatogramme  der  HPLC  wurden  mithilfe  des  Programmes  Chromeleon  (Dionex, 
Sunnyvale, Kalifornien) ausgewertet. 




Samen  der  verschiedenen  Pflanzenlinien  wurden  auf  einem  Gemisch  von  Einheitserde 
(Gebr. Patzer  GmbH,  Sinntal‐Jossa)  und  Vermiculit  (3:1)  ausgesät  und  für  48 h  bei  4 °C 
stratifiziert.  Nach  etwa  zehn  Tagen  erfolgte  die  Vereinzelung  der  Keimlinge  auf  oben 
genanntem Substrat.  
Die Anzucht der Pflanzen erfolgte  in einer Phytokammer (Percival Scientific, Perry,  Iowa) bei 
40‐60 %  relativer  Luftfeuchte,  einem  Tag/Nacht‐Rhythmus  von  16/8 h  sowie  bei  einer 
Temperatur  bei  22/20 °C.  Je  nach  Versuchsaufbau  wurden  die  Pflanzen  von  Beginn  der 







Leitungswasser.  Für  sämtliche  Experimente wurden  24‐28  Tage  alte  Pflanzenrosetten  ohne 






Confidor‐Emulsion  (Bayer  CropScience,  Langenfeld)  behandelt  oder  es  wurden 
Florfliegenlarven (Sautter und Stepper, Ammerbuch) ausgebracht. 
2.5.2 Anzucht von A. thaliana in Sterilkultur 







zur  Na‐Hypochloritlösung  gestartet.  Nach  4 h  Chlorgas‐Behandlung  wurden  die  Samen 
entnommen und konnten nach einer 20 min Abdampfphase direkt auf die jeweiligen MS‐Agar 
Platten  ausgebracht  werden.  Die  Platten  wurden  mit  luftdurchlässigem  Vliesklebeband 
(Omnipor,  Hartmann)  verschlossen.  Nach  der  Stratifizierung  bei  4 °C  für  48 h  wurden  die 

















Zur  Genotypisierung  von  Pflanzenlinien  mithilfe  der  PCR  wurde  zunächst  in  einer 
Schnellpräparation genomische DNA  (gDNA)  isoliert. Hierzu wurde ein kleines Blattfragment 
von etwa 0,5 cm2 mit 2‐3 Glasperlen  in ein 2 ml Reaktionsgefäß gegeben. Nach Zugabe von 
300 µl M‐Puffer wurden  die  Proben  zum  Zellaufschluss  in  einem  Zelldisruptor  (TissueLyser, 
Quiagen) bei 30 Hz  für 2 min homogenisiert und anschließend  zentrifugiert  (20000 g, 2 min, 









Die Polymerase‐Kettenreaktion  („polymerase  chain  reaction“ = PCR) dient der Amplifikation 
von definierten DNA‐Fragmenten  aus heterogenen Nukleinsäuregemischen. Hierbei wird  zu 
Beginn eines  jeden PCR‐Zyklus eine DNA‐Matrize bei 94 °C  in  ihre Einzelstränge denaturiert. 





Oligonukleotide  (Primer)  ermöglicht,  die  als  Replikationsstartpunkte  für  die  hitzestabile 
DNA‐Polymerase  dienen. Die  Temperatur  TA  („annealing  temperature“),  bei  der  die  Primer 
hybridisieren,  richtet  sich  hierbei  nach  der  Länge  der  Primer  und  des  Gehaltes  der  vier 
verschiedenen Basen. Die DNA‐Polymerase bewirkt dann bei 72 °C, durch Kondensierung der 











1.  94 °C Denaturierung  180 s 
2.  94 °C Denaturierung  30 s 
3.  TA °C Primerhybridisierung  30 s 










die Agarose mit  1 x  TAE‐Puffer  aufgekocht  und  in  einen Gelträger mit  Kamm  gegossen.  Es 
wurden  zusätzlich  0,05 %  einer  1 %  Ethidiumbromidlösung  vor  dem  Polymerisieren 
hinzugegeben.  Die  Separation  von  DNA‐Fragmenten  erfolgte  standardmäßig  in  1 % (w/v) 










Durch  das  Auftragen  eines  DNA‐Größenstandards  (1 kb)  der  Firma  Invitrogen  (Carlsbad, 








Das  zur  Untersuchung  eingefrorene  Pflanzenmaterial  (100 mg)  wurde  unter  flüssigem 
Stickstoff  (N2)  pulverisiert  und  mit  600 µl  Z6‐Puffer  versetzt.  Nach  Zugabe  von  500 µl 
PCI‐Lösung  (Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol;  25:24:1)  wurde  der  Extraktionsansatz 
gründlich durchmischt und nachfolgend  zur Phasentrennung  zentrifugiert  (20000 g,  10 min, 
4 °C). Die  obere wässrige  Phase wurde  entnommen  und mit  0,05  Volumen  1 N  Essigsäure 
sowie 0,7 Vol. 100 % Ethanol  (EtOH) versetzt um die darin befindliche RNA nachfolgend  für 
eine  Stunde  auf  Eis  auszufällen.  Nach  Zentrifugation  (20000 g,  10 min,  4 °C)  wurde  die 
sedimentierte  RNA  mit  500 µl  3 M  Na‐Acetat  (pH 5,2)  und  anschließend  mit  80 %  EtOH 













Der  Gehalt  der  isolierten  Gesamt‐RNA  wurde  photospektrometrisch  bei  260 nm  unter 
Verwendung des Mikrovolumen‐Spektrometers (Nanodrop, Thermo Scientific) bestimmt. Eine 
zusätzliche Bestimmung des Extinktionskoeffizienten der RNA‐Proben bei 260/230 nm sowie 
260/280 nm  gab  Auskunft  über  den  Reinheitsgrad  und  somit  über  die  Qualität  der 




Die  isolierte  RNA  wurde  zudem  auf  einem  Agarosegel  zur  Überprüfung  der  Intaktheit 





zu untersuchen, musste die RNA  zunächst  in  cDNA  („complementary“ DNA) umgeschrieben 
werden. Erst dann kann auf Basis einer PCR die relative Transkriptmenge bestimmt werden. 
2.6.6.1 Reverse Transkription isolierter Gesamt‐RNA  
Es  wurden  zunächst  in  einem  quantitativen  DNA‐Verdau  alle  eventuellen  gDNA 
Kontaminationen  in  der  Gesamt‐RNA  vollständig  entfernt.  Hier  wurde  das  DNA‐free  Kit 
(Ambion, Huntingdon, Großbritannien) nach Angaben des Herstellers verwendet. 
Für  die  reverse  Transkription wurde  die RNA‐abhängige DNA‐Polymerase Bioscript  (Bioline, 
London,  Großbritannien)  nach  Angaben  des  Herstellers  verwendet.  Zur  Initiierung  der 









Die  synthetisierte  cDNA wurde  in  einer  Standard‐PCR  (Abschnitt  2.6.2) mit  25‐27  Schleifen 
und  spezifischen  Primern  auf  Qualität  und  Quantität  überprüft.  Im  Anschluss  wurde  eine 
adäquate Menge  cDNA  für die qPCR‐Reaktion eingesetzt. Es wurde der Prämix  SYBR Green 
PCR  Master  Mix  der  Firma  Applied  Biosystems  (Foster  City,  Kalifornien) mit  ausgewählten 
Primern nach Angaben des Herstellers mit einem 7300 Sequence Detection System  (Applied 
Biosystems)  verwendet.  Der  Prämix  enthält  das  Fluorochrom  „Syber  Green  I“,  das  bei 
unspezifischer Bindung an doppelsträngige DNA eine 1000‐fache Fluoreszenzerhöhung erfährt 
und somit proportional zur DNA Menge mit einer Steigerung des Fluoreszenzsignals reagiert. 
„Syber  green  I“  wird  bei  475‐495 nm  zur  Fluoreszenz  angeregt,  dessen  Emission  bei 
515‐545 nm während der PCR  in  „Echtzeit“ detektiert wird. Abhängig  von der eingesetzten 
Transkriptmenge  steigt  die  Fluoreszenz  der  PCR‐Probe  in  einem  Zyklus,  dem 









Um  die  Abundanz  spezifischer  Photosynthese‐assoziierter  Proteine  nachzuweisen  wurde 
zunächst  eine  Gesamt‐Proteinextraktion  aus  A. thaliana  mit  2x Laemmli‐Probenpuffer 
vorgenommen. Etwa 100‐200 mg Blattmaterial wurden  in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt 
und  in  flüssigem  Stickstoff  schockgefroren. Unter  Verwendung  eines  vorgekühlten  Bohrers 
wurden die Proben pulverisiert und nachfolgend mit 300‐500 µl Probenpuffer  (2x) versetzt. 

















Die  Proteine  in  Lösung wurden  in  einem Methanol/Essigsäuregemisch  in  Anwesenheit  des 
Azofarbstoffs  Amidoschwarz  ausgefällt, wobei  sich  der  Farbstoff  an  die  Proteine  anlagert. 
Jeweils 5 µl des zu bestimmenden Proteinextrakts wurden mit H2O auf 100 µl aufgefüllt und 
anschließend  mit  400 µl  Färbelösung  versetzt.  Nach  Zentrifugation  (20000 g,  12 min,  RT) 
wurde  das  bläuliche  Proteinsediment  mit  1 ml  Waschlösung  gewaschen  und  erneut 
zentrifugiert. Das  Proteinsediment wurde  im  Folgenden  für  10 min  getrocknet  und  in  1 ml 
0,2 M NaOH aufgenommen. Die Extinktion der Proben wurde bei 615 nm gegen 0,2 M NaOH 
als  Leerwert  im  Spektralphotometer  bestimmt.  Als  Referenz  diente  eine  Eichreihe  von 





















dem Gießen  des  Sammelgels wieder  vollständig  entfernt wurde.  Bei Gelen, welche  für  die 
Auftrennung  der  Proteinkomplexe  in  der  zweiten  Dimension  aus  der  BlueNative 
Gelelektrophorese  verwendet wurden, wurde  das  Sammelgel mit wassergesättigtem  100 % 
Isobutanol vor der Polymerisation überschichtet. 
Die Proteinextrakte wurden bei 75 °C  für 5 min erhitzt und  abzentrifugiert  (20000 g, 5 min, 
RT).  Jede  Tasche  des Gels wurde mit  gleicher Menge  Protein  (10  bzw.  5  µg)  beladen. Die 
Auftrennung erfolgte bei 10‐25 mA pro Gel. Nach Eintritt der Proteine in das Trenngel wurde 
die  Stromstärke  auf  25 mA  pro Gel  erhöht.  Die  aufgetrennten  Proteine wurden  direkt  zur 
Überprüfung  der  gleichmäßigen  Beladung  im  Gel  gefärbt  (Abschnitt  2.7.4)  oder  für  den 
immunologischen  Nachweis  spezifischer  Proteine  auf  eine  Membran  transferiert 
(Abschnitt 2.7.5).  



























Die  durch  SDS‐PAGE  nach  Größe  aufgetrennten  Proteine  wurden mithilfe  des  Farbstoffes 
Coomassie G250 sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel dreimal in H2O für 10 min geschwenkt 
um das SDS zu entfernen. Im Anschluss wurde das Gel für mindesten 3 h oder über Nacht  in 
der  kolloidalen  Coomassie‐Lösung  inkubiert.  Zur  Intensivierung  der  Färbung  ist  es 
empfehlenswert nochmals mit H2O  für 1 h  zu entfärben. Diese Färbemethode erreicht eine 











wurden  nach  der  Auftrennung  durch  SDS‐PAGE  direkt  auf  eine  PVDF‐Membran  unter 
Verwendung  einer  Blotkammer  (Carboglass,  Schleicher  und  Schuell)  transferiert.  Die 
Herstellung der benötigten Anoden‐  sowie Kathodenpuffer  (Rotiblot‐System, Roth) und der 
Aufbau  der Apparatur wurden  nach Angaben des Herstellers  durchgeführt.  Zur Aktivierung 









der  verwendeten  Puffer  zu  entfernen.  Freie  Membranbindungstellen  wurden  durch  1 h 
Inkubation  bei  RT  oder  über  Nacht  bei  4 °C  in  Blockierlösung  abgesättigt.  Anschließend 
erfolgte die  Inkubation mit dem primären Antikörper unter ständigem Schütteln über Nacht 




entfernt. Die  Bindung  des  sekundären  Antikörpers  (Sigma,  St.  Louis, Missouri),  der  für  die 
Detektionsreaktion  mit  der  Peroxidase  aus Meerrettich  („horseraddish  peroxidase“ = HRP) 
gekoppelt ist, erfolgte in Blockierlösung für 1 h bei RT unter ständigem Schütteln. Hier wurden 
ebenfalls alle unspezifischen Bindungen durch das oben beschriebene Waschen entfernt. 
Zur  Detektion  wurden  400 µl  Substratlösung  (Pierce  ECL,  Thermo  Scienentific)  über  die 
Membran  gegeben. Die  entstehende  Chemilumineszenz wurde  durch  Auflegen  eines  Films 
(CL‐XPosure, Thermo Scientific) oder mithilfe einer speziellen Kamera (LASmini 4000, Fujifilm) 
detektiert. 




















Um  den  Phosphorylierungsstatus  bestimmter  Photosynthese‐assoziierter  Proteine 
nachzuweisen  wurde  ein  spezifischer  Phosphothreonin‐Antikörper  (Cell  signaling,  Beverly, 
Massachusetts)  verwendet.  Da  das  im Milchpulver  enthaltene  Casein  zur  Absättigung  der 











Staufen)  aufgeschlossen. Das Homogenisat wurde durch  vier  Lagen Verbandsmull und  eine 
Lage Miracloth (Calbiochem, San Diego, Kalifornien) filtriert. Das Filtrat wurde abzentrifugiert 
(1400 g,  10 min, 4 °C),  der  Überstand  verworfen  und  die  sedimentierten  Chloroplasten  in 
100 ml eiskaltem T2‐Puffer resuspendiert.  Im Anschluss wurde erneut zentrifugiert (10000 g, 
10 min, 4 °C) und der Überstand vollständig abgenommen. Das Membransediment wurde  in 





































300 µl  kaltem  TMK‐Puffer  und  einmal  mit  100 µl  Solubilisierungs‐Puffer  gewaschen, 
zentrifugiert  (2000 g,  2 min,  4 °C)  und  im  Folgenden  in  60 µl  Solubilisierungs‐Puffer 
aufgenommen. Nach der  Zugabe  von 15 µl  10 % Dodecylmaltosid  (DDM) wurde der Ansatz 
20 min auf Eis  inkubiert. Anschließend erfolgte die Abtrennung der unlöslichen Bestandteile 














































Die  Proteinidentifizierung  mithilfe  der Massenspektrometrie  (MS)  wurde  am  Zentrum  für 
Molekulare  Medizin  (ZMMK,  Universität  zu  Köln)  durchgeführt.  Ausgestochene 
Proteinsuperkomplexe  aus  der  BN‐Page  (Abschnitt  2.7.8) wurden  tryptisch  verdaut,  in  der 
Nano‐liquid  Chromatographie  (Proxeon,  Odense,  Dänemark)  aufgetrennt,  ionisiert 
(Elektrospray‐Ionisation,  ESI)  und  die  Peptide  in  der  Tandem‐MS  (HCT Ultra  ETD  II,  Bruker 
Daltonik, Bremen) detektiert und  fragmentiert. Molekulare Massenspektren  in Kombination 
mit entsprechenden Fragmentierungsspektren wurden für die Datenbanksuche durch Mascot 
(Matrixscience,  Perkins  et  al.,  1999)  gegen  die  NCBInr  Datenbank  (A. thaliana)  verwendet. 
Dabei wurden folgende Suchparameter festgelegt: Signifikanz: (p<0.05), Peptid und Fragment 





Die  Änderungen  der  Chlorophyll a (Chl a)  Fluoreszenz  des  PSII  wurde  mithilfe  der 
Puls‐Amplituden‐Modulations  Fluorometrie  (PAM;  ImagingPAM  oder  PAM2100,  Walz, 
Effeltrich) gemessen. Die grundlegenden Größen der Fluoreszenz, wie Grundfluoreszenz (F0), 
maximale Fluoreszenz (Fm) wurden an 20 min dunkeladaptierten Pflanzen bestimmt. Während 
Induktion  der  Photosynthese  (Induktionskinetik = IC)  wurde  die  maximale 
Fluoreszenzausbeute  (Fm‘) sowie  Fluoreszenz  (Ft)  durch  Anwendung  der  Lichtsättigungspuls 
Methode bestimmt. Anhand dieser absoluten Werte wurden die maximale Quanteneffizienz 
von  PSII (Fv/Fm  =  [Fm‐F0]/Fm)  sowie  die Quanteneffizienz  im  Licht (ФPSII  =  [Fm‘‐Ft]/Fm‘)  nach 
Genty et al.,  (1989) errechnet. Die PSII‐Effizienz der Photosynthese  im Fließgleichgewicht  in 
Abhängigkeit  verschiedener  Lichtintensitäten  wurde  in  einer  Lichtsättigungskurve (LK)  von 
0‐700 µmol∙m‐2∙s‐1  gemessen.  Die  Elektronentransportraten  (ETR)  wurden  nach 







1 h  über  die  Blattspreite  infiltriert  wurde.  Anschließend  erfolgte  die  Bestimmung  der 
Chl a Fluoreszenzparameter  mithilfe  der  PAM2100  in  einer  befeuchteten  Blattkammer. 
Tentoxin wurde als spezifischer Inhibitor der thylakoidalen ATPase Aktivität sowie Nigerizin als 
Entkoppler des transthylakoidalen pH‐Gardienten verwendet (Quick et al., 1989). DTT hemmt 














applizierten  Lichtsättigungspuls  (SP) wird  der  Pm Wert  bestimmt. Dieser  ist  analog  zu  dem 
Fm‐Wert der Chl a Messungen.  In diesem Fall  ist PSI vollständig oxidiert. Durch  Induktion der 
Photosynthese wird  der  Reduktionsgrad  des  PSI  verändert,  bestimmt  durch  akzeptor‐  und 
donorlimitierende  Bedingungen.  Im  Licht  applizierte  SP  bestimmen  den  Anteil  der  noch 
oxidierbaren  PSI  (Pm‘).  Der  Reduktionsgrad  von  PSI  selbst  wird  definiert  zwischen  0 
(vollständig  oxidiert)  und  1  (vollständig  reduziert).  Angegeben  werden  hier  drei 
komplementäre Quanteneffizienzen  ФNA,  ФND,  ФPSI.  ФNA  repräsentiert den Anteil an PSI, 
welcher durch Gabe eines SP, aufgrund fehlender Akzeptoren, nicht oxidiert werden können 
(ФNA = [Pm‐Pm‘]/Pm).  ФND  repräsentiert  den  Anteil  der  PSI  die  oxidiert  vorliegen 













Filtrat  zentrifugiert  (4000 g,  3 min,  4 °C).  Das  Sediment  wurde  in  1 ml  Aufschlussmedium 
resuspendiert  und  im  Anschluss  mit  20 ml  Schockmedium  versetzt.  Nach  30 s  Inkubation 
wurden 20 ml Doppelmedium hinzugegeben und der Ansatz zentrifugiert (200 g, 2 min, 4 °C). 
Der Überstand wurde  in einem neuen Zentrifugationsröhrchen erneut  zentrifugiert  (4000 g, 





































Die  77 K  Chlorophyll a Fluoreszenz‐Emissions‐Spektren  wurden  in  Zusammenarbeit  mit 
Dr. Schöttler am Max‐Planck‐Institut für molekulare Pflanzenphysiologie (Golm) durchgeführt.  
Die  Photosystemkomponenten  der  Thylakoidproben  wurden  bei  430 nm  und  77 K  zur 









Fragmente  geschnitten  und  direkt  in  2 ml  Reaktionsgefäßen  in  Fixierpuffer  gelegt.  Zur 
vollständigen Durchtränkung der Blattproben wurde der Fixierpuffer schonend  im Exsikkator 
Vakuum‐infiltriert.  Blattfragmente, welche  nicht  in  der  Fixierlösung  herabgesunken waren, 









Die  Entwässerung  der  fixierten  und  kontrastierten  Proben  erfolgte  schonend  durch 
schrittweise Erhöhung der Acetonkonzentration. Dazu wurden die Proben  zunächst  in 25 % 
Aceton eingelegt und für 20 min inkubiert. Im zweiten Entwässerungsschritt mit 50 % Aceton 
wurde  zusätzlich  1 %  Uranylacetat  zugesetzt  und  für  weitere  90 min  inkubiert.  Es  folgten 
Waschungen mit  70 %,  96 %,  sowie  dreimalige Waschungen mit  100 %  Aceton  für  jeweils 
20 min um das H2O vollständig durch Aceton zu substituieren. 
Im  Folgenden wurde das Aceton durch eine  steigendende Konzentration  von  Spurrmedium 
ersetzt.  Die  Blattfragmente  wurden  hierzu  über  Nacht  bei  RT  mit  Spurr:Aceton  (1:1) 
überschichtet. Anschließend wurden die Proben  für 4 h  in Spurr:Aceton  (3:1) und daraufhin 















Von  den  eingebetteten  Blattproben wurden mithilfe  eines  Ultramikrotoms  (MT‐600,  RMC, 
Tuson, USA) 1 µm dicke Semidünnschnitte angefertigt und auf eine qualitative Fixierung hin 
untersucht.  Von  ausgesuchten  Präparaten wurden  im  Folgenden Ultradünnschnitte  für  die 
Elektronenmikroskopie angefertigt. Diese Schnitte wurden erneut mit 2 % Uranylacetat sowie 








Die  A. thaliana  Linien wurden  für  28  Tage  im  LL  bei  40 %  relativer  Luftfeuchte  in  Langtag 




biologisches  Replikat  generiert.  Alle  Proben wurden  zügig  geerntet,  in  flüssigem  Stickstoff 
schockgefroren und bis zur Gesamt‐RNA Isolierung (Abschnitt 2.6.4) bei ‐80 °C gelagert.  
Die  nach  der  Extraktion  erhaltene  Gesamt‐RNA  wurde  nach  Qualitätskontrolle  mit  dem 
RNeasy Mini  Kit  der  Firma Quiagen  (Hilden)  erneut  aufgereinigt.  Die  Hybridisierungen  der 




Zur  statistischen  Analyse wurde  das  Programm  Robin  (Lohse  et  al.,  2010)  verwendet.  Die 
Fluoreszenzdaten  der  .cel Dateien wurden  nach  dem RMA Algorithmus  („robust multiarray 
averaging“)  normalisiert  und  die  statistische  Analyse  auf  differentielle  Genexpression 
basierend  auf  einem  linearen Modell  durchgeführt  (Smyth  2004).  Die  erhaltenen  p‐Werte 
wurden nach der  Strategie  von Benjamini und Hochberg  (1995)  korrigiert. Alle  generierten 
Tabellen  wurden  zum  weiteren  Abgleich  und  Filtern  in  das  Programm  Access  (Microsoft, 
Redmond, Washington) importiert. 
Die gefilterten Kandidatengene wurden am Helmholtz Zentrum München in Zusammenarbeit 
mit Dr. Haberer  in  statistisch  signifikant überrepräsentierte  funktionelle Gruppen geordnet. 










Die  Bestimmung  der MgProtoIX‐Gehalte  im  LL‐HL‐Transfer wurden  in  Kooperation mit  der 
Arbeitsgruppe  von  Prof. Grimm  (Humboldt Universität,  Berlin)  durchgeführt.  Es wurden  zu 
jedem  Zeitpunkt  15‐18  Pflanzenrosetten  ohne  Keimblätter  (etwa  100 mg)  zu  einer  Probe 
zusammengeführt  und  sofort  in  flüssigem  Stickstoff  eingefroren. Die  Extraktion  erfolgte  in 






Es wurden  von HL Pflanzen  3‐4 Blätter und  von  LL Pflanzen  10‐15 Blätter pro Probe unter 
Klarsichtfolie  ausgelegt  und  deren  Umrisse  übertragen.  Die  Folien wurden  zusammen mit 




Das  gefrorene  Blattmaterial  wurde  mit  einem  vorgekühlten  Pistill  in  flüssigem  Sickstoff 
pulverisiert  und mit  500 µl  100 %  Aceton  versetzt. Das  Extraktionsgemisch wurde mit  zum 
Neutralisieren  starker  Säuren  CaCO3  versetzt  und  für  weitere  30 s  homogenisiert. 
Anschließend  wurden  die  Proben  für  10 min  im  Dunkeln  bei  RT  geschüttelt  um  eine 
vollständige  Pigmentextraktion  zu  gewährleisten.  Nach  der  Zentrifugation  (20000 g,  3 min, 






















und  für  20  min  auf  Eis  offen  stehen  gelassen,  damit  sich  entwickelndes  CO2  vollständig 
ausgasen kann. Nach Zentrifugation (20000 g, 2 min, 4 °C) konnte der Überstand bei ‐80 °C bis 
zur Derivatisierung gelagert werden.  
Bei  der  Derivatisierung  werden  die  Nukleotide  in  fluoreszierende  Etheno‐Derivate 
umgewandelt.  Hierzu  wurden  50 µl  des  Extraktes  mit  405 µl  Derivatisierungspuffer  sowie 
45 µl Chloracetaldehyd  (45 %  in H2O, Sigma) versetzt und  für 40 min bei 80 °C  inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch  schnelles Abkühlen  auf Eis  abgestoppt und die Proben  anschließend 












Die  Analyse  und Detektion  der  derivatisierten  Adenylate  erfolgte  nach  Auftrennung  in  der 
high  performance  liquid  chromatography  (HPLC).  Es wurde  ein  reversed‐phase  (Hyperclone 
C18  BDS  Säule  (base‐deactivated  silica)  HPLC‐System  (Dionex,  Idstein)  eingesetzt,  mit 












Jod‐Kaliumjodidlösung  (Lugol`sche  Lösung)  wurde  standardmäßig  zum  Stärkenachweis 
verwendet.  Blätter  von  24‐27  Tage  alten  Pflanzen  wurden  in  2 ml  80 %  EtOH  bei  75 °C 


















Absorption  bei  340 nm  in  einem Mikrotiterplattenlesegerät  (Tecan Group  Ltd., Männedorf, 
Schweiz) detektiert wurde.  
Die  Reaktionssequenz wurde mit  Zugabe  von  0,02 U  Hexokinase  gestartet, welche  die  im 
Extrakt  enthaltene Glukose  und  Fruktose  am  C6  phosphoryliert.  Bei  konstanter  Absorption 
wurden 0,2 U Phosphoglukoisomerase  (PGI) beigemischt um Fruktose‐6‐Phosphat  (Fru6P)  in 
Glc6P umzusetzen. Bei Erreichen der maximalen Absorptionsänderung wurde  im Folgenden 
100 U  Invertase  zugeben  um  die  vorhandene  Saccharose  in  Glukose  und  Fruktose  zu 
katalysieren.  Die  absolute  Absorptionsänderung  bei  340 nm  bei  bekanntem 











Das  ethanolisch  extrahierte  Blattmaterial  (Abschnitt  2.12.3)  wurde  erneut mit  80 %  EtOH 










Das  Prinzip  der  Konzentrationsbestimmung  beruht  ebenfalls  auf  einem  gekoppelten 











eine  deutliche  Wachstumsretardierung  und  inhibitorische  Effekte  in  der 
Photosyntheseeffizienz,  welche  bei  den  entsprechenden  Einzelmutanten  adg1‐1  und  tpt‐1 
nicht beobachtet werden  konnte. Da es  sich bei der  tpt‐1 Mutante  jedoch um eine  „knock 
down“ Mutante handelt, wurde angenommen, dass die generelle Überlebensfähigkeit dieser 
Doppelmutante auf die 10 % Restaktivität des TPT zurückzuführen ist (Häusler et al., 2009). Es 
konnte  jedoch  eine  Mutantenlinie  identifiziert  werden,  die  keine  TPT  Transkripte  mehr 
exprimiert  (tpt‐2;  siehe  auch  Diplomarbeit  D. Henseler  2003).  Bei  dieser,  als  tpt‐2 
bezeichneten Mutante, handelt es sich um eine T‐DNA Insertionsmutante im Hintergrund des 
Wildtyps  (WT)  Col‐0,  in  der  die  T‐DNA  acht  Basenpaare  (bp)  hinter  dem  Startkodon  (ATG) 
inseriert  ist  (Abbildung 3.1 A). Die  Insertion  an  dieser  Position  verhindert  die  Transkription 
einer funktionellen mRNA. Dies wurde mithilfe von RT‐PCR mit dem Primerpaar TPT bestätigt 
(Abbildung 3.1 B). Die  schwache Amplifikation mit dem Primerpaar 2 TPT  ist wahrscheinlich 

















verringert. Der  Transport  von 3‐PGA mit 3,07  (± 0,41) nmol∙g‐1  FW  im WT war  in der  tpt‐2 







Photosyntheseeffizienz  sowie  proteinbiochemische Methoden  eingesetzt,  deren  Ergebnisse 
im  ersten  Abschnitt  der  vorliegenden  Arbeit  beschrieben  werden.  Im  Zusammenhang 
weiterführender  physiologischer  Analysen  im  metabolischen  Kontext,  welche  im  zweiten 
Abschnitt  der  Ergebnisse  dargestellt  sind,  wurden  zudem  weitere,  mit  Stoffwechsel  und 
Transportvorgängen  assoziierte  Doppelmutanten  generiert,  deren  Phänotypen  mit  der 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  vergleichbar  sind.  Mithilfe  von  Transferexperimenten  von 
schwachen  zu  hohen  Lichtintensitäten  sollte  die  Akklimatisierung  basierend  auf 
Photosynthese  und  Genexpression  in  der  Mutante  näher  beleuchtet  werden.  Im  letzten 
Abschnitt  werden  daher  globale  Expressionsanalysen  im  Zusammenhang  mit  diesen 
Transferexperimenten dargestellt. 
3.1 CHARAKTERISIERUNG  DES  HOCHLICHT‐ABHÄNGIGEN  PHÄNOTYPS  DER  ADG1‐1/TPT‐2 
DOPPELMUTANTE 
Aufgrund des für die adg1‐1/tpt‐1 Doppelmutante beschriebenen Phänotyps (Schneider et al. 
2002), wurde  zunächst  der  Einfluss  von  zwei  verschiedenen  Lichtintensitäten während  der 
Wachstumsphase  auf  die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  untersucht.  Hierfür  wurden  die 
Pflanzen  unter  sehr  geringen  Photonenflussdichten  (PFD)  von  30 µmol∙m‐2∙s‐1 
(LL = Schwachlicht)  sowie  unter  einer  10‐fach  höheren  PFD  von  etwa  300 µmol∙m‐2∙s‐1 









Abbildung 3.2  Wachstumsphänotyp  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  in  Abhängigkeit  verschiedener 
Lichtintensitäten. Die Pflanzen der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante, der entsprechenden Einzelmutanten und des 
WT wurden  26  Tage  bei  einer  PFD  von  entweder  300 µmol∙m‐2∙s‐1  (HL)  oder  30 µmol∙m‐2∙s‐1  (LL)  im  Langtag 
angezogen. Balken = 1 cm 
 
Der  morphologische  Phänotyp  wurde  zunächst  anhand  der  Rossettengewichte,  der 
Pigmentgehalte  von  Chlorophyll  (Chl)  und  Carotinoide  (Car)  sowie  des  Proteingehaltes 
untersucht.  Bei  HL  Anzucht  lag  das  durchschnittliche  Rosettengewicht  von  24 Tage  alten 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutanten bei 0,016 (± 0,003) g und war auf etwa 6 %  im Vergleich zum 
WT  bei  0,274 (± 0,062) g  vermindert.  Das  spezifische  Blattgewicht  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  war  hingegen  auf  etwa  75 %  verringert,  was  sich  auch  im  Proteingehalt 
widerspiegelte, der mit 66 % unterhalb dem des WT  lag. Die Chl‐ und Car‐Gehalte waren um 
etwa 50‐60 %  im HL verringert (Tabelle 3.1). Das Chl a/b Verhältnis war von 3,09 (± 0,13)  im 
WT  auf  2,13 (± 0,04)  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  erniedrigt  und  deutet  auf  eine 
veränderte  Stöchiometrie  der  Photosysteme  oder  deren  LHCs  hin.  Während  tpt‐2  keine 








Im  Unterschied  zu  der  HL  Anzucht,  waren  alle  beschrieben  Parameter  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  und  der  entsprechenden  Einzelmutanten  im  LL mit  dem WT  vergleichbar. 
Auffällig war  jedoch, dass die gemessenen Parameter unter LL Bedingungen  im Vergleich zu 
HL auch im WT verringert waren. Das Chl a/b Verhältnis der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante war 






  Chl µg∙cm‐2  Car µg∙cm‐2 Chl a/b FW mg∙cm‐2  Protein µg∙cm‐2
Col‐0  28,62 ± 2,65  1,06 ± 0,05  3,09 ± 0,13  19,62 ± 1,61  337,58 ± 42,07 
adg1‐1  32,06 ± 2,43  1,24 ± 0,09 3,00 ± 0,04 24,61 ± 2,19  428,80 ± 64,47
tpt‐2  25,87 ± 0,99   1,01 ± 0,06 3,11 ± 0,07 19,45 ± 2,04  323,50 ± 41,76
adg1‐1/tpt‐2  10,30 ± 1,08  0,55 ± 0,05 2,13 ± 0,04 14,58 ± 1,13  225,87 ± 47,96
LL     
Col‐0  12,72 ± 0,75  0,44 ± 0,03  2,68 ± 0,03  7,04 ± 0,62  59,17 ± 9,99 
adg1‐1  13,38 ± 1,66  0,45 ± 0,06 2,64 ± 0,06 6,78 ± 0,57  56,78 ± 13,85 
tpt‐2  13,58 ± 1,13  0,45 ± 0,03 2,61 ± 0,08 7,03 ± 0,38  44,28 ± 3,81 








die  relativen  sowie  absoluten  Fluoreszenzwerte  von  den  in  HL  und  LL  angezogenen 
Pflanzenlinien zusammengefasst. Das  im dunkeladaptierten Blatt bestimmte Fv/Fm‐Verhältnis 
gibt  die maximal  erreichbare  Quanteneffizienz wieder,  also  den  Anteil  des  Lichts,  der  für 
photochemische  Prozesse  verwendet  werden  kann.  Unter  physiologisch  ungünstigen 







Die  im  HL  angezogene  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  wies  ein  auf  fast  25 %  verringertes 
Fv/Fm‐Verhältnis im Vergleich zum WT und den entsprechenden Einzelmutanten auf. Dies war 
jedoch  nicht  auf  eine  reduzierte  maximale  Fluoreszenz  (Fm),  sondern  auf  eine  erhöhte 
Grundfluoreszenz  (F0)  im  dunkeladaptierten  Zustand  zurückzuführen.  Daher  kann  die 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  auch  als  Hoch‐Chlorophyll‐Fluoreszenz  (HCF)  Mutante 
bezeichnet werden. Solche Veränderungen des F0  lassen sich häufig bei  Inhibitorstudien mit 
Dichlorphenyldimethylharnstoff  (DCMU)  beobachten.  Dieser  Inhibitor  blockiert  die 
Re‐Oxidation  des  QA  am  PSII  und  führt  somit  zu  einer  dramatischen  Erhöhung  der 
Fluoreszenzausbeute  am  P680  (Tóth  et  al.,  2005).  Es  wurde  daher  angenommen,  dass 
eventuell auch  in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  im dunkeladaptierten Blatt QA und damit 
gekoppelt PQ einen erhöhten Reduktionsgrad aufweist. Eine Dunkelperiode von etwa 20 min 
sollte  jedoch  für  eine  vollständige  Re‐Oxidation  von  PQ  ausreichen.  Die  Quanteneffizienz 
ФPSII wurde bei PFDs gemessen, welche den Anzuchtbedingungen entsprachen. Hier  zeigte 
sich,  dass  ФPSII  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  bei  HL  deutlich  verringert  war 
(Tabelle 3.2).  Bei  Untersuchung  der  Einzelmutanten  konnte  nur  eine  geringfügige 
Verminderung in ФPSII detektiert werden.  
 
Tabelle 3.2  Zusammenstellung  der  Chlorophyll a Fluoreszenz  Parameter  der  einzelnen  Pflanzenlinien  im 
Vergleich von HL und LL.  
HL 
Fv/Fm  F0 Fm Ф PSII
Col‐0   0,800 ± 0,007  0,061 ± 0,003  0,305 ± 0,013  0,396 ± 0,014 
adg1‐1  0,778 ± 0,007  0,062 ± 0,004 0,281 ± 0,011  0,366 ± 0,014
tpt‐2   0,757 ± 0,030  0,054 ± 0,005 0,224 ± 0,028  0,359 ± 0,046
adg1‐1/tpt‐2   0,226 ± 0,021  0,276 ± 0,037 0,356 ± 0,048  0,056 ± 0,027
LL 
Col‐0   0,744 ± 0,011  0,115 ± 0,020  0,447 ± 0,062  0,584 ± 0,016 
adg1‐1  0,751 ± 0,010  0,133 ± 0,013 0,532 ± 0,050  0,487 ± 0,077 
tpt‐2   0,753 ± 0,019  0,138 ± 0,014 0,555 ± 0,030  0,582 ± 0,030








den Wert  des WT  und  der  Einzelmutanten  und  ФPSII  war  nur  geringfügig  erniedrigt.  Die 
absoluten Fluoreszenzwerte F0 und Fm waren im Vergleich zu den Kontrollen nur leicht erhöht. 










Doppelmutante  unter  HL  Bedingungen  hin.  Aus  diesem  Grund  wurde  weiterführend  der 
Reduktionsgrad  des  Photosystem I  (PSI)  durch  Absorptionsmessungen  bei  830 nm  im  Licht 
bestimmt  und  die  Quanteneffizienz  (ФPSI)  sowie  die  Parameter  donorseitige  Limitierung 



















Col‐0   0,521 ± 0,071  0,354 ± 0,075  0,125 ± 0,032 
adg1‐1  0,339 ± 0,052 0,558 ± 0,056 0,103 ± 0,027
tpt‐2   0,449 ± 0,049 0,442 ± 0,027 0,108 ± 0,032
adg1‐1/tpt‐2   0,263 ± 0,063 0,651 ± 0,121 0,095 ± 0,104
LL 
Col‐0   0,785 ± 0,109  0,032 ± 0,051  0,186 ± 0,140 
adg1‐1  0,705 ± 0,128 0,106 ± 0,079 0,189 ± 0,132
tpt‐2   0,738 ± 0,052 0,063 ± 0,018 0,176 ± 0,044




Basierend  auf  den  ФPSII  und  ФPSI Messungen wurden  die  Elektronentransportraten  (ETRII 
bzw.  ETRI;  µmol∙m‐2∙s‐1)  am  PSII  und  PSI  in  Abhängigkeit  von  der  PFD  unter  den  zwei 




aber  keine  Lichtsättigung.  Die  im  LL  angezogenen WT  Pflanzen  hingegen  erreichten  eine 
maximale  ETRII  von  nur  ca.  30 µmol∙m‐2∙s‐1  und waren  bei  einer  PFD  von  200 µmol∙m‐2∙s‐1 
lichtgesättigt  (Abbildung 3.4 A). Während  die  Lichtsättigungskurven  der  Einzelmutanten mit 





Doppelmutante  bei  unter  20 µmol∙m‐2∙s‐1.  Unter  LL  Bedingungen  hingegen  überstieg  die 
maximale  ETRII  von  25 µmol∙m‐2∙s‐1  den  unter  HL  Anzucht  gemessenen  Wert  noch 
(Abbildung 3.4 D).  
Im WT stimmten die ETRII mit der ETRI unter HL bzw. LL Anzucht überein  (Abbildung 3.4 E), 
was  für  einen  funktionellen,  linearen  Elektronentransport  (LEF)  spricht.  Während  in  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante die ETRI bei HL Anzucht mit 50 % noch unter dem WT‐Niveau 
lagen,  wurde  eine  Lichtsättigung  jedoch  erst  mit  einer  ETRI  von  45 µmol∙m‐2∙s‐1  erreicht 
(Abbildung 3.4 H). Dieser ETRI Wert lag mit 50 % über der ETRII und lässt auf einen zyklischen 
Elektronentransport  (CEF)  um  PSI  oder  auf  eine  ungleichmäßige  Lichtnutzung  der  beiden 
Photosysteme  der  im  HL  angezogenen  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutanten  schließen.  Die  im  LL 
angezogenen adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutanten  zeigten vergleichbare ETRII und ETRI und es  ist 
abzuleiten, dass unter LL die Photosynthese nicht beeinträchtigt ist. 


















Doppelmutante  mithilfe  elektronenmikroskopischer  (EM)  Analysen  untersucht.  Die 
Beobachtungen  ergaben  eine  deutliche  Veränderung  des  Thylakoidaufbaus,  wobei  die 
Granastapel  deutlich  höher  im  Vergleich  zum WT  und  den  Einzelmutanten  waren.  Diese 
Untersuchungen  waren  jedoch  nicht  in  Abhängigkeit  von  verschiedenen  Lichtintensitäten 
durchgeführt  worden.  Aus  diesem  Grund  wurden  im  Rahmen  der  vorliegenden  Arbeit 
Untersuchungen der Thylakoidstruktur in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante auch bei LL und HL 
durchgeführt. 
Unterschiede  im  Aufbau  der  Ultrastruktur  waren  schon  beim WT  zwischen  HL  und  LL  zu 
erkennen (Abbildung 3.5 A‐D). Unter HL Anzucht akkumulierten große Mengen an Stärke.  Im 
Bereich  der  Grana  waren  die  Thylakoidmembranen  im  Durchschnitt  drei‐  bis  fünffach 
gestapelt und es waren wenige große Plastoglobuli vorhanden. LL Anzucht führte hingegen zu 
einer  ausgeprägteren  Membranfaltung  der  Granathylakoide  sowie  zu  einer  geringeren 
Akkumulation  von  Stärke.  Die  Veränderung  der Membranfaltung  in  Abhängigkeit  von  der 
Lichtintensität  ist ein häufig beobachteter Akklimatisierungsprozess  (Abschnitt 1.3), welcher 
entweder  auf  die  veränderte  Proteinkomposition  und/oder  auf  den  Phosphorylierungsgrad 
von  LHCBII  Proteinen  zurückgeführt  wird  (Abschnitt 1.2).  Bildung  von  Stärke  war  in  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  im  LL nicht und  im HL nur  selten durch das Auftreten  kleiner 
Stärkekörner zu beobachten. Die adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante hingegen zeigte im LL sowie im 
HL  eine  deutlich  ausgeprägtere  Faltung  der  Granathylakoide,  deren  Stapel  bis  zu  17‐fach 
gefaltet waren. Des Weiteren kam es  im HL zu einem erhöhten Auftreten von Plastoglobuli, 
welche  im  LL  fast  vollständig  fehlten  (Abbildung 3.5 E‐H).  Die  verstärkte  Bildung  von 
Plastoglobuli wurde  z.B.  für  Pflanzen  beschrieben,  die  oxidativem  Stress  ausgesetzt waren 
(Austin et al., 2006).  
Im  Vergleich  zu  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante wiesen  hingegen  die  Einzelmutanten  adg1‐1 
sowie  tpt‐2  unter  den  verschiedenen  Bedingungen  von  LL  und  HL  keine  gravierenden 











Doppelmutante  (C‐H)  im  Vergleich  von  LL  und HL. Die  entsprechenden  lichtmikroskopischen  Aufnahmen  der 
Blattquerschnitte  sind  unterhalb  der  EM Aufnahmen  abgebildet. Die  Blätter  von  vier Wochen  alten  Pflanzen 




Drastische  Veränderungen  in  der Ultrastruktur  der  Chloroplasten  geben Hinweise  auf  eine 
veränderte Komposition der Photosynthese‐assoziierten Proteine. Dies kann entweder auf das 





werden.  Daher  wurde  zunächst  die  Abundanz  der  wichtigsten  Photosynthese‐assoziierten 
Proteine im HL sowie LL immunologisch untersucht.  
Repräsentativ für die Zusammensetzung des PSII Kernkomplexes wurden die Anwesenheit der 
Proteine  PsbB  (CP47),  PsbC  (CP43),  PsbA  (D1),  sowie  PsbD  (D2)  untersucht.  Alle  diese 
plastomkodierten,  zentralen  Untereinheiten  von  PSII  waren  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  im HL bei Vergleich  zum WT  auf  etwa  25 %  verringert  (Abbildung 3.6). Die 
kernkodierten  Lichtsammelkomplexe  des  PSII  hingegen,  von  denen  Lhcb4  sowie  Lhcb2 





der  Phosphorylierungsgrad  mithilfe  eines  Phosphothreonin‐spezifischen  Antikörpers 






Für  Proteine  die  am  Elektronentransport  von  PSI  beteiligt  sind, wurden  repräsentativ  das 
kernkodierte Lhca1 sowie das plastomkodierte PsaB Protein, als integraler Bestandteil des PSI, 
untersucht.  Es  konnte  gezeigt werden,  dass  das  Lhca1  Protein  in  seiner  Abundanz  in  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  nicht  verändert war, während  die Menge  an  PsaB Protein  im 
Vergleich  zum  Wildtyp  um  etwa  50 %  erniedrigt  war.  Weiterhin  war  die  kernkodierte 
PSI‐assoziierte  Ferredoxin‐NADP(+)‐Oxidoreduktase  (FNR)  im  Vergleich  zum  WT  deutlich 
erhöht. Die ATP‐Synthase  in der Thylakoidmembran,  repräsentativ durch die  β‐Untereinheit 
(AtpB) getestet, war indessen um etwa 50 % reduziert.  
Die  Einzelmutanten  zeigten  keine  signifikanten  Unterschiede  in  der  Abundanz  der 





der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  auf  Proteinebene  im  LL  revertiert  und  die 
Proteinabundanzen mit dem WT vergleichbar.  
Zusammenfassend  kann  abgeleitet werden, dass hauptsächlich plastomkodierte Proteine  in 
ihrer Abundanz  im HL verändert waren, während kernkodierte Proteine unverändert zu sein 
scheinen. Es  lässt sich weiterhin feststellen, dass die Veränderungen auf Proteinebene unter 
den  verschiedenen  Lichtbedingungen mit  der  Etablierung  des  HCF  Phänotyps  korrelierten. 
Offenbar ist das reduzierte ФPSII und ФPSI im HL auf eine starke Verminderung der PSII bzw. 
PSI  Kernkomplexe  in  Relation  zur  LHCII  bzw.  LHCI  Proteinabundanz  zurückzuführen. 
Möglicherweise  führt  eine  starke  Veränderung  der  Proteinstöchiometrie  ebenfalls  zu  einer 










HL  und  LL  angezogenen  WT,  adg1‐1,  tpt‐2  sowie  adg1‐1/tpt‐2  Pflanzen.  Ein  spezifischer 
Phosphothreonin‐Antikörper  (P*‐Threonin)  wurde  verwendet  um  den  Phosphorylierungsgrad  von  (1)  PsbC, 









veränderte  Abundanz  der  mit  der  Photosynthese‐assoziierten  Proteine.  Dazu  wurden 
Thylakoidmembranen  von  HL  angezogenen  Pflanzen  isoliert,  nativ  gelöst  und  in  einer 
BN‐PAGE aufgetrennt (Abbildung 3.7). In der relativen Abundanz der Superkomplexe konnten 
keine Unterschiede zwischen WT und den Einzelmutanten beobachten werden, während die 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  eine  veränderte  Komposition  von  bestimmten  Komplexen 
relativ  zu  den  LHCII Trimeren  (Abbildung 3.7 [7])  aufwies.  Der  etwa  110 kDa  große 
LHCII Trimer Superkomplex diente  in diesem Fall als Referenz  für die Abundanz der anderen 
Superkomplexe.  
Die  Gehalte  der  Superkomplexe  von  PSI  sowie  PSII  Dimer  (Abbildung 3.7 [3],  ca.  530 kDa) 
waren in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante deutlich vermindert. Auch für die hochmolekularen 
PSII  Superkomplexe  konnte  eine  verringerte  Abundanz  beobachtet  werden 
(Abbildung 3.7 [2]).  Diese  Ergebnisse  unterstützten  die  immunologischen  Untersuchungen, 








Abbildung 3.7  Proteinsuperkomplexe  der  Thylakoidmembran  von  im  HL  angezogenen  adg1‐1/tpt‐2  Doppel‐ 
sowie den entsprechenden Einzelmutanten und des WT. Die Komplexe wurden mit 2 % DDM  solubilisiert und 





Die  Auftrennung  der  Superkomplexe  zeigte  weiterhin,  dass  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  der  Superkomplex  [1]  (>1000  kDa)  nicht  detektiert  werden  konnte 
(Abbildung 3.7). Da dieser Superkomplex nicht eindeutig  zugeordnet werden konnte, wurde 
die WT Bande aus dem Gel eluiert und die darin enthaltenen Proteine massenspektrometrisch 
(LC‐MS/MS)  identifiziert.  In  Tabelle 3.4  sind  alle  eindeutig  identifizierten  Proteine 
zusammengefasst.  Diese  Proteine  lassen  sich  in  drei  Hauptkategorien  einteilen, 
(1) NDH‐Komplex  (NAD[P]H‐Plastochinon‐Dehydrogenase),  (2)  PSI‐Komplex  und  (3) 
PSII‐Komplex.  Es  handelt  sich  demnach  um  den  NDH‐PSI  Superkomplex,  welcher mit  CEF 
sowie Chlororespiration  in Verbindung steht  (Rumeau et al., 2007). Diese  Identifizierung der 
Proteine aus dem NDH‐PSI Superkomplex stimmt mit den von Peng et al. (2009) identifizierten 




















NAD7*  AtMg00510  45.5 7  15.3  331.8
NDF1*  At1g15980 51 8  18.7  392.4
NDF2*  At1g64770 38 5  18.1  221.4
NDF6*  At1g18730 12.8 1  9.3  54.4
NDH‐A  AtCg01100 39.9 2  5  92.3
NDH‐B.1  AtCg00890 57.1 1  1.8  47.5
NDH‐D  Atcg01050 56.9 2  4.2  97.2
NDH‐E  AtCg01070 11.3 1  8.9  70.7
NDH‐F  AtCg01010 30.5 3  8.5  61.4
NDH‐I  AtCg01090 20.1 5  25.6  222.2
NDH‐K  AtCg00430 25.3 5  18.7  203.4
NDH‐M  At4g37925 24.8 1  9.2  52.6
NDH‐N  At5g58260 23.4 4  21.5  173.7
NDH‐O  At1g74880 17.6 1  5.7  42.1
NHD‐J  AtCg00420 18.5 5  30.4  302.5
PPL2*  At2g39470 26.9 4  17.6  170.1
PQL1*  At1g14150 22.1 5  21.6  224.9
PQL2*  At3g01440 24.8 4  14.5  135.4
PSI‐
Komplex 
LHCA1  At3g54890  26 1  5.4  47.1
LHCA3  At1g61520 29.1 6  27.1  296.2
LHCA4  At3g47470 16.7 2  23  97.5
LHCA5*  At1g45474 27.8 3  13.7  157.8
LHCA6  At1g19150 30 3  9.2  59.3
PSAA  AtCg00350 83.2 4  5.3  191.1
PSAB  AtCg00340 82.4 5  6.4  285.4
PSAD‐1/‐2  At1g03130/At4g02770 22.3 6  22.1  208.9
PSAE1  At4g28750 11.7 2  19.1  147.7
PSAF  At1g31330 24.2 6  27.6  375.8
PSAG  At1g55670 17.1 3  10.6  91.3
PSAH‐1/‐2  At1g52230/At3g16140 15.3 2  15.2  95.7
PSAL  At4g12800 23.1 3  16.4  171.8
PSAN  At5g64040 18.4 1  5.8  54.2
PSII‐
Komplex 
LHCB1  At1g29910/At1g29930/At2g34420  25 3  12.9  139.6
LHCB4  At5g01530 31.2 2  9.7  112.8
LHCB5  At4g10340 30.1 3  12.5  176.7
LHCB6  At1g15820 27.5 2  7  60.4
PSBA  AtCgt00020 38.9 2  6.5  134.2
PSBB  AtCg00680 56 5  12.4  321.5
PSBC  AtCg00280 51.8 3  6.8  161.3
PSBD  AtCg00270 39.5 4  10.8  199.1
PSBE  AtCg00580 9.4 2  22.9  131.3
PSBL  AtCg00560 4.5 1  36.8  76.8
PSBO‐1/‐2  At5g66570/At3g50820 35.1 1  2.4  40.5
Andere  DNAJ HSP  At5g21430  24.4 4  27.1  232.5
 
putative 










Bei  niedrigen  Temperaturen  können  die  charakteristischen  Fluoreszenz‐Emissionen  der 
Proteinkomplexe von PSII, PSI sowie den assoziierten LHCs differenziert und die Kopplung der 
LHCs  an  die  Photosysteme  detektiert  werden.  Um  die  Auswirkungen  der  drastisch 
verminderten  PSII  Kernkomponenten  zu  analysieren,  wurden  Aufnahmen  der  Chl a 
Fluoreszenz‐Spektren  bei  77 K  an  isolierten  Thylakoiden  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante 
sowie  des  WT  und  der  Einzelmutanten  durchgeführt.  In  Abbildung 3.8  sind  die 
aufgenommenen  Spektren  von  655‐800 nm  des WT  und  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante 
dargestellt. 
Während  die  Emissionsspektren  des WT  und  der  Einzelmutanten  (nicht  gezeigt)  identisch 




686 nm  sind  typisch  für  einen  excitonisch  gut  gekoppelten  PSII‐LHCII  Komplex.  Die  in  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante auftretende Verschiebung des Emissionsmaximums von 686 auf 
684 nm und das Fehlen des PsbB Emissionsmaximums belegte hingegen, dass hier die LHCII 























Die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  zeigte  unter  HL  eine  drastische  Reduzierung  des 
Fv/Fm‐Verhältnisses, verursacht durch eine stark erhöhte Grundfluoreszenz (Abschnitt 3.1.1.1). 
Diese  erhöhte  Grundfluoreszenz  konnte  jedoch  bei  Induktion  der  Photosynthese  im  Licht 
schnell auf ein ähnliches Niveau wie  im WT gelöscht werden  (Abbildung 3.9). Über ähnliche 
Beobachtungen  der  Fluoreszenzlöschung  im  Licht  sind  auch  bei  einigen  weiteren  HCF 
Mutanten  berichtet  worden,  wie  zum  Beispiel  der  Cytochrom b559  (psbE)  Mutante  aus 











der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  mit  verschiedenen  Inhibitoren  infiltriert.  (1)  Tentoxin 
inhibiert spezifisch die Aktivität der thylakoidalen ATPase und verhindert somit den Abbau des 
pH‐Gradienten.  (2) Dithiothreitol  (DTT)  inhibiert  vollständig  den  Xanthophyllzyklus, welcher 
ein essentieller Bestandteil von qE  ist. (3) Nigericin  ist ein  Ionophor, welcher den Aufbau des 





im  Vergleich  zur  unbehandelten  Kontrolle.  Durch  Behandlung mit  dem  Ionophor  Nigericin 
konnte  hingegen  eine  geringere  Löschung  der  Fluoreszenz  im  Licht  beobachtet  werden, 
welche  in  Gegenwart  von  DTT  fast  vollständig  inhibiert  wurde.  Ein  Großteil  der 
Fluoreszenzlöschung  zu Beginn der  Induktion der Photosynthese beruht normalerweise  auf 
der  Aktivität  des  Xanthophyllzyklus  und  der  daraus  resultierenden  Löschung  durch  die 
Abstrahlung von Wärme an den LHCIIs (qE; Abschnitt 1.2) und  ist daher mit den Ergebnissen 
der Inhibitorstudien konsistent. 
Die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  reagierte  bei  Tentoxinbehandlung  mit  einem  anfänglich 
schnelleren  Abfall  der  Fluoreszenz  im  Vergleich  zur  unbehandelten  Kontrolle.  Es  ist 











Abbildung 3.10  Einfluss  der  Inhibitoren  Tentoxin  (weiß), Nigericin  (grau)  und Dithiothreitol  (DTT,  rot)  auf  die 
Chl a Fluoreszenzlöschung  im  Licht  (500 µmol e‐∙m‐2∙s‐1).  Vier  Wochen  alte  Blätter  des  WT  (A)  und  der 






als ein erhöhter Reduktionsgrad des PQ‐Pools  gedeutet.  In einem  reduzierten  System  kann 
durch  eine  FR‐Bestrahlung  der  Abfluss  der  Elektronen  durch  spezifische  Anregung  von  PSI 




Im WT  konnte  keine  deutliche  Änderung  der  Fluoreszenzkinetik  in  Abhängigkeit  von  den 









der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  (Abbildung 3.11 H).  Des  Weiteren  wurde  bei  erneuter 
Bestimmung von Fm‘ im FR eine Verringerung der variablen Fluoreszenz (Fv) beobachtet, deren 
Verringerung  exakt  dem  Anteil  der  Fluoreszenzlöschung  durch  FR  entsprach 
(Abbildung 3.10 H). Diese  Ergebnisse deuten darauf hin, dass die  Fluoreszenzlöschung nicht 
nur  im  Licht,  sondern  auch  im  FR‐abhängig  von  einem  Aufbau  des  transthylakoidalen 
pH‐Gradienten und des damit verbundenen qE  ist. Dies  ist konsistent mit der Beobachtung, 




Abbildung 3.11 Chl a Fluoreszenzkinetiken bei verschiedenen  Inhibitorbehandlungen und  fernrotem  Licht  (FR). 
Vier  Wochen  alte  Blätter  des  WT  (A‐D)  und  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  (E‐H)  wurden  mit  Tentoxin, 








mehrheitlich  nicht  mehr  an  die  Reaktionszentren  gebunden  sind.  Um  den  Anteil 
ungebundener  LHCs  an  der  erhöhten  Grundfluoreszenz  zu  bestimmen,  wurden  die 
Fluoreszenzkinetiken nach Zuschalten von dunkelrotem Licht  (FR) und aktinischem Licht (AL) 




Unter  starker  AL‐Bestrahlung  (PFD = 4000 µmol∙m‐2∙s‐1)  wurde  die  Chl a  Fluoreszenz  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante deutlich gelöscht und erreichte ein Niveau, welches mit dem WT 
vergleichbar  war.  Diese  schnelle  Fluoreszenzlöschung  im  Licht  (siehe  auch  Abbildung 3.9) 
unterhalb  von  F0  ist,  wie  in  Abschnitt 3.1.6.1  gezeigt,  vermutlich  auf  qE  an  den  LHCIIs 
zurückzuführen. Auch hier erholte sich die Fluoreszenz der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante nach 
Ausschalten  des  AL  wieder.  Bei  erneuter  Fm  Bestimmung  im  Dunkeln  zeigte  die  variable 




Fm  bestimmen  (Abbildung 3.12 C).  Der  Anteil  der  Fluoreszenzlöschung  durch  FR  (QFR),  der 
Anteil  der  Fluoreszenzlöschung  durch  AL  (freie  LHC),  die  gemessene Grundfluoreszenz  (F0) 
nach Ausschalten von AL und die restliche variable Fluoreszenz (Fv max) wurden proportional zu 










Abbildung 3.12  Darstellung  der  einzelnen  Komponenten  der  absoluten  Chl a Fluoreszenz  im WT  (A)  und  der 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  (B).  Der  Verlauf  der  Chl a Fluoreszenzkurven  bei  dunkelrotem  Licht  (FR)  und 
aktinischem  Licht  (AL = 4000 µmol ∙m‐2∙s‐1)  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  und  des  WT. 
SP = Lichtsättigungspuls, +=an,  ‐=aus  (C) Relative Anteile der Chl a  Fluoreszenz Komponenten: QFR = Anteil der 
Fluoreszenzlöschung  durch  FR,  freie  LHC = der  Anteil  der  Fluoreszenzlöschung  durch  AL,  F0 = gemessene 
Grundfluoreszenz nach Ausschalten von AL und (Fv max) restliche variable Fluoreszenz. 
 
3.2 BETRACHTUNG  DES  HCF  PHÄNOTYPS  DER  ADG1‐1/TPT‐2  DOPPELMUTANTE  IM 
METABOLISCHEN KONTEXT  
Da  die  eingeführten Mutationen  von  adg1‐1  und  tpt‐2  in  den Metabolismus  der  Pflanze 
eingebunden sind, ergibt sich die Frage, wie diese zu einer solch drastischen Umorganisierung 
der Photosynthese  auf molekularer  Ebene  im HL  führen  können. Der Abfluss der primären 
Produkte  des  Calvinzyklus  in  die  Energie  verbrauchenden  konkurrierenden  Prozesse, 
Saccharosebiosynthese  oder  Stärkebiosynthese,  ist  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante 
inhibiert.  Es wurde  bereits  gezeigt,  dass  im  Licht  schon  die  Beschränkung  des  TP  Exportes 
allein  einen  erhöhten  Stärkeumsatz  zur  Folge  hat.  Das  Fehlen  einer  funktionsfähigen 
Stärkebiosynthese  hingegen  führt  zu  einer Akkumulation  löslicher  Zucker  (Schneider  et  al., 
2002; Kunz et al., 2010). Demzufolge muss die Blockierung des Tag‐ sowie Nachtexports der 
Photoassimilate  aus  dem  Chloroplasten  zu  einer  starken  Störung  des 
Kohlenhydratmetabolismus  in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  führen. Diese  Störungen  im 








HL  Bedingungen  zu  erhalten, wurden  die  Konzentrationen  der  löslichen  Zucker  Saccharose 
(Suc),  Glukose  (Glc),  Fruktose  (Fru),  sowie  die  Konzentration  der  Stärke  im  Tagesverlauf 
bestimmt  (Abbildung 3.13).  Der  Stärkepool  der  tpt‐2 Mutante  war  im  Vergleich  zum WT 
nahezu verdoppelt und nach der Nachtphase nicht vollständig aufgebraucht. Da die TP hier 
nicht  ins  Zytosol  in  die  Saccharosebiosynthese  abfließen  können, werden  die  aufgebauten 
Triosephosphate aus dem Calvinzyklus für die Stärkebiosynthese verwendet. Daher waren die 
Gehalte  an  löslichen  Zuckern der  tpt‐2 Mutante  im durchschnittlich  geringer  als  im WT.  Es 
kommt jedoch zu einem Abbau der transitorischen Stärke schon im Licht, deren Produkte über 
den Maltoseexporter  (Niittylä et al., 2004) und den Glukosetransporter  ins Zytosol gelangen 
(Weber  et  al.,  2000;  Schneider  et  al.,  2002;  Walters  et  al.,  2004).  Die  adg1‐1  sowie 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutanten waren hingegen  aufgrund  ihrer Mutation  im  Schlüsselenzym 
der  Stärkebiosynthese  nicht  in  der  Lage,  signifikante  Mengen  an  Stärke  aufzubauen 
(Abbildung 3.13 B).  Während  die  adg1‐1  Mutante  daher  im  Tagesverlauf  bis  zu  vierfach 
höhere  lösliche  Zuckergehalte  als  der  WT  akkumulierte,  waren  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante die löslichen Zucker im Vergleich zum WT konstant um etwa 50 % erniedrigt.  
Der  Abfluss  der  primären  Produkte  des  Calvinzyklus  in  die  Energie  verbrauchenden 
konkurrierenden  Prozesse,  Saccharosebiosynthese  oder  Stärkebiosynthese,  ist  in  der 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  inhibiert.  Demnach  sind  zwei  weiterführende  Szenarien 
vorstellbar, die einen Zusammenhang zwischen der Störung im Kohlenhydratstoffwechsel und 
der  Inhibierung  der  Photosyntheseeffizienz  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  herstellen 
könnten:  (1) Phosphorylierte  Intermediate des Calvinzyklus stauen sich  im Chloroplasten an, 
parallel  hierzu  ist  der  Import  von  freiem  anorganischen  Phosphat  (Pa)  stark  erniedrigt. Die 
verringerten Pa Gehalte  in den Chloroplasten  könnten  sich negativ  auf die ATPase Aktivität 
auswirken  und,  neben  einer  Verschiebung  der  ATP/ADP‐Verhältnisse,  die  Effizienz  der 
Photosynthese reduzieren. (2) Der inhibierte Export von primären Produkten des Calvinzyklus 
sowie den  fehlenden Stärkeabbauprodukten aus den Chloroplasten könnte  zu einer  starken 
Verminderung  der  Konzentration  löslicher  Zucker  im  Zytosol  führen,  welche  wiederum 






ATP/ADP‐Verhältnisse  bestimmt  sowie  der  Effekt  exogen  zugefütterter  Saccharose  auf  die 
Photosyntheseeffizienz der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante untersucht.  
 








Möglicherweise  kommt  es,  durch  den  Rückstau  an  phosphorylierten  Intermediaten  des 
Calvinzyklus,  zu  einer  Verringerung  an  freiem  Pa  im  Chloroplasten.  Photophosphorylierung 
und die CF1‐ATPase Aktivität sind sensitiv gegenüber einer veränderten Pa Konzentration, und 
können inhibiert werden, wenn die Pa Konzentrationen sinken (Pammenter et al., 1993). Dies 
wiederum  führt  zu  einer  Verschiebung  der  ATP/ADP‐Verhältnisse  und  einer  Reduktion  der 
Photosyntheseeffizienz (Labate und Leegood, 1988; Leegood und Furbank, 1986). 
Vergleichende Analysen des ATP, ADP sowie AMP Gehaltes von unter HL und LL angezogenen 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutanten  sowie  des  entsprechenden WT  sollten  Aufschluss  über  den 
zellulären  Energiestatus  geben.  Überraschenderweise  waren  die  gemessenen  absoluten 
Gehalte  von  ATP  und  ADP  bezogen  auf  das  Blattfrischgewicht  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  weder  im  HL  noch  im  LL  im  Vergleich  zum  WT  stark  verändert 
(Abbildung 3.14 A‐B).  Der  AMP  Gehalt  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  war  unter  HL 
Bedingungen  um  50 %  verringert. Die ATP/ADP‐Verhältnisse waren  im WT  (1,76  ± 0,09)  im 
Vergleich  zur  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  (1,78  ± 0,15)  im  HL  kaum  verändert 























Die  Saccharosefütterung  zeigte  schon  bei  einfacher  makroskopischer  Betrachtung  einen 
deutlichen Einfluss auf den Phänotyp der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante (Abbildung 3.15). Der 











50 mM  Saccharose.  Der  WT  und  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  wurden  für  vier  Wochen  im  HL  auf  ½  MS 
Agarplatten sowie auf ½ MS Agarplatten mit 50 mM Saccharose (Suc) angezogen. 
 
In  Tabelle 3.5  sind  die  Ergebnisse  der  Photosynthesepigmentbestimmungen  für  die  auf 
Saccharose  (Suc)  angezogenen  Pflanzen  als  auch  der  entsprechenden  Kontrollen 
zusammengefasst.  Die  Chl  und  Car  Gehalte  der  auf  ½ MS Medium  angezogenen  Pflanzen 
waren mit denen auf Erde vergleichbar und  in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante um 35‐40 % 
verringert. Das Chl a/b Verhältnis lag mit 2,22 (± 0,08) deutlich unterhalb des WT mit 3,02 (± 
0,14).  Die  exogene  Saccharosefütterung  führte  zu  einer  Erhöhung  der  Chl  Gehalte  auf 








  Chl µg/g Chl a/b Car µg/g
Col‐0  1428,87 ± 102,96  3,02 ± 0,14  51,28 ± 4,03 
adg1‐1/tpt‐2  848,78 ± 141,66 2,22 ± 0,08 34,38 ± 6,03
50 mM Suc 
Col‐0  1644,24 ± 214,17 2,87 ± 0,06 49,83 ± 7,69 






Die  überraschende  Rettung  des  Phänotyps  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  nach 
Saccharosefütterung  konnte  auch  anhand  der  veränderten  Photosyntheseparameter 
detektiert  werden.  So  war  das  Fv/Fm‐Verhältnis  bei  exogener  Saccharosefütterung  im 






  Fv/Fm F0 Fm 
Col‐0  0,756 ± 0,004  0,065 ± 0,005  0,268 ± 0,016 
adg1‐1/tpt‐2  0,509 ± 0,082 0,141 ± 0,037 0,285 ± 0,039
50 mM Suc   
Col‐0  0,805 ± 0,008  0,052 ± 0,004  0,268 ± 0,013 





Komplementation  des HL  Phänotyps  der  adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante. Die  Zuckerfütterung 
scheint  bestimmte  fehlende  Signale  für  die  HL‐Akklimatisierung  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  zu  kompensieren.  Jedoch  ist  theoretisch  auch  eine  Beteiligung  des 
Glukose‐6‐Phosphat/Phosphat Translokators  (GPT2)  an der Rettung des Phänotyps möglich. 
Diese  Annahme  wird  auch  dadurch  gestützt,  dass  der  GPT2  neben  seiner  eigentlichen 
Transportaktivität  von Glc6P  auch eine Affinität  zu  TP und 3‐PGA besitzt  (Kammerer  et al., 
1998). 
Normalerweise wird der GPT2 im WT nur in heterotrophen Geweben wie Blüten, Schoten und 
Wurzeln  exprimiert  (Niewiadomski  et  al.,  2005).  In  Blättern  von  Mutanten  der 
Stärkebiosynthese  wie  z.B.  der  adg1‐1,  pgi1‐1  oder  pgm  Mutante  konnte  jedoch  eine 








et  al.,  1995). Daher  könnte  eine  erhöhte GPT2  Transportaktivität  durch  exogen  zugeführte 
Saccharose  die  fehlende  TPT  Transportaktivität  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante 
kompensieren.  Es  wurde  untersucht,  ob  der  GPT2  auf  transkriptioneller  Ebene  in  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante bei Saccharosefütterung hochreguliert wird. 

















Um  eine  Beteiligung  des  GPT2  an  der  Rettung  des  Phänotyps  zu  verifizieren, wurde  eine 
adg1‐1/tpt‐2/gpt2‐1  Tripelmutante  generiert. Wäre  die  gesteigerte  GPT2  Aktivität  für  die 







Nach  dem  Einkreuzen  der  gpt2‐1 Mutante  (Niewiadomski  et  al.,  2005)  in  die  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  wurde  in  den  Filialgenerationen  die  Homozygotie  für  die  T‐DNA  in  den 
Genloci TPT sowie GPT2 durch PCR mit dem Primerpaare g_tpt‐2_fwd/rev und Salk_LB sowie 
g_gpt‐2_fwd/rev  und  GK_LB  bestätigt  (Abbildung 8.2  A,  C).  Das  Fehlen  der  Aktivität  der 
AGPase wurde durch eine Stärkefärbung im Blatt nachgewiesen (Abbildung 8.1 F). 
Die  verifizierte  Tripelmutante  wurde  im  Vergleich  mit  dem  WT  und  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante im HL auf ½ MS und ½ MS mit 50 mM Saccharose angezogen und eventuelle 
Veränderungen  des  Phänotyps  anhand  der  Chl a  Fluoreszenzparameter  detektiert.  Im 
Vergleich  der  Tripelmutante  mit  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  konnten  unter  ½ MS 
Anzucht  keine Veränderungen des Phänotyps  festgestellt werden  (Abbildung 3.17 A‐B). Das 
Wachstum  sowie Fv/Fm‐Verhältnis waren vergleichbar mit der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante. 
Bei  exogener  Saccharosefütterung  zeigte  sich,  dass  auch  in  der  Tripelmutante  die  gleichen 
phänotypischen  Änderungen  eintraten.  Der  Rosettendurchmesser  war  vergrößert  und  das 
Fv/Fm‐Verhältnis war im Vergleich zur ½ MS Anzucht, wie in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante 
erhöht  (Abbildung 3.17 C‐D).  Bei  der  Betrachtung  der  Fv/Fm‐Verhältnisse  in  Falschfarben 
wurde  deutlich,  dass  die  jüngeren  Rosettenblätter  besser  auf  die  exogen  zugeführte 
Saccharose reagierten als die älteren Blätter.  








adg1‐1/tpt‐2/gpt2‐1  Tripelmutante.  Der  WT,  die  adg1‐1  und  tpt‐2  Einzelmutanten  und  die  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante wurden  für vier Wochen auf ½ MS  sowie ½ MS mit 50 mM Saccharose  (Suc)  im Vergleich  zur 








dieser phänotypischen Ausprägung weiter  zu  charakterisieren,  sollten  zusätzliche Mutanten 
generiert werden, die  in verschiedenen Enzymen oder Transportern des Stärkemetabolismus 
Defekte aufweisen. 
3.2.4.1 Generierung  und  Analyse  von  weiteren  Doppelmutanten  mit  Defekten  im 
Stärkemetabolismus und im Triosephosphat‐Transport 
Neben  der  adg1‐1  Mutante,  sind  weitere  Mutanten  in  der  Stärkebiosynthese  bzw.  im 
Stärkekatabolismus (Abschnitt 1.5) bereits bekannt und charakterisiert. Dazu zählen Mutanten 
mit  Defekten  in  der  Phosphoglukoseisomerase  (pgi1‐1;  Yu  et  al.,  2000),  in  der 







Inhibition  des  Stärkeabbaus  substanzielle Mengen  transitorischer  Stärke  im  Chloroplasten 




die Homozygotie  der  T‐DNA  Insertion  für  den Genlocus  TPT mit  den  Primerkombinationen 
g_tpt‐2_fwd/rev und Salk_LB bestätigt (Abbildung 8.2 A‐B). Die Homozygotie für die Mutation 
in  der  PGI  bzw.  PGM  wurde  durch  die  Färbung  der  Stärke  am  Ende  der  Lichtperiode 
nachgewiesen. Die Homozygotie für die Mutation in der SEX1 bzw. im MEX1 wurde durch die 
Färbung  der  Stärke  am  Ende  der  Dunkelperiode  bestätigt.  (Abbildung 8.1 B‐D).  Durch  die 
Arbeiten von Cho et al.  (2010) konnte bereits gezeigt werden, dass eine Kreuzung der  tpt‐2 
Mutante  mit  der  mex1‐2  Mutante  zu  einem  schweren  Wachstumsphänotyp  mit  einer 
gleichzeitigen Veränderung der Photosyntheseeffizienz führt. Die Studien der Änderungen der 
Photosyntheseeffizienz sollten hier im Detail weiterführend analysiert werden. 
Alle  generierten  Doppelmutanten wurden  in  Abhängigkeit  von  HL  auf  die  Ausprägung  des 
adg1‐1/tpt‐2  Phänotyps  hin  untersucht. Die  stärkefreien Doppelmutanten  pgi1‐1/tpt‐2  und 
tpt‐2/pgm1  zeigten  den  gleichen  Wachstums‐  und  HCF  Phänotyp  wie  die  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  (Abbildung 3.18 A,  Tabelle 3.7).  Auch  die  sex1‐3/tpt‐2 Mutante  zeigte  eine 





machte, wohingegen das  Fv/Fm‐Verhältnis an den Blattadern weniger  stark  vermindert war. 
Die  mex1‐2/tpt‐2  Doppelmutante  war  deutlich  chlorotisch  und  zeigte  eine  starke 
Wachstumsretardierung  im  Vergleich  zu  WT  (Abbildung 3.18 C).  Obwohl  hier  der 






Bei  allen  untersuchten  Einzelmutanten,  bis  auf  mex1‐2,  konnten  keine  gravierenden 
Veränderungen  in der Photosyntheseeffizienz  im Vergleich zum WT  festgestellt werden. Die 
mex1‐2  Mutante  ist  unter  HL  Anzucht  blass‐grün  und  zeigt  ein  leicht  verringertes 











Fv/Fm  F0 Fm ФPSII
Col‐0  0,799 ± 0,012  0,050 ± 0,006  0,247 ± 0,017  0,383 ± 0,031 
Ler  0,801 ± 0,009  0,056 ± 0,007 0,279 ± 0,025  0,448 ± 0,016
pgm1  0,783 ± 0,013  0,048 ± 0,005 0,221 ± 0,019  0,364 ± 0,021
pgi1‐1  0,775 ± 0,016  0,050 ± 0,005 0,220 ± 0,012  0,294 ± 0,040
pgi1‐1/tpt‐2  0,318 ± 0,025  0,177 ± 0,013 0,260 ± 0,018  0,092 ± 0,020
tpt‐2/pgm1  0,285 ± 0,031  0,205 ± 0,025 0,286 ± 0,031  0,070 ± 0,035
sex1‐3  0,781 ± 0,008  0,067 ± 0,005 0,304 ± 0,024  0,360 ± 0,022
sex1‐3/tpt‐2   0,707 ± 0,036  0,093 ± 0,012 0,317 ± 0,020  0,309 ± 0,033
mex1‐2  0,748 ± 0,016  0,076 ± 0,009 0,302 ± 0,032  0,332 ± 0,033











Abbildung 3.18  Phänotypische  Betrachtung  der  generierten  Doppelmutanten  unter  HL  Anzucht.  (A)  Die 
pgi1‐1/tpt‐2  sowie  tpt‐2/pgm1 Doppelmutanten wurden mit den  entsprechenden  Einzelmutanten  sowie dem 
WT für vier Wochen auf Erde im Langtag angezogen. Darunter ist das gemessene Fv/Fm‐Verhältnis in Falschfarben 








Wie  bereits  in  Abschnitt 3.1.6  beschrieben,  beruht  der  HCF  Phänotyp  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante auf dem hohen Anteil nicht mehr mit den Photosystemen assoziierter LHCs, 
was zu einer dramatischen Erhöhung der Grundfluoreszenz  im dunkeladaptierten Blatt führt. 
Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  diese  Fluoreszenz  im  Licht  nicht‐photochemisch  auf 
WT‐Niveau gelöscht werden kann (Abschnitt 3.1.6.1). Auch bei Bestrahlung mit FR wurde ein 
Teil der Fluoreszenz gelöscht, was durch die  Inhibitorstudien  (Abschnitt 3.1.6.2) auf den CEF 
zurückgeführt  werden  konnte.  Um  festzustellen,  ob  die  neu  generierten  Doppelmutanten 
einen  identischen Phänotyp aufwiesen, wurden die gleichen Fluoreszenzkinetiken, wie unter 
Abschnitt 3.1.6.3  beschrieben,  unter  FR‐Bestrahlung  und  aktinischem  Licht  (AL) 
aufgenommen.  In Abbildung 3.19  sind die  errechneten Anteile  von ungebundenen  LHCs  an 
der  Fluoreszenz  für  die  pgi1‐1/tpt‐2,  pgm1/tpt‐2,  sex1‐3/tpt‐2, mex1‐2  sowie mex1‐2/tpt‐2 
zusammengefasst.  




um das 1,4‐fach  im Vergleich zu WT erhöht war.  Im Gegensatz hierzu, wurde  in der pgi1‐1‐ 
bzw. pgm1/tpt‐2 Doppelmutante eine um das 4‐fache erhöhte Grundfluoreszenz beobachtet. 
Auch  in  der  mex1‐2  Mutante  ließ  sich  eine  Fluoreszenzlöschung  durch  aktinisches  Licht 
beobachten.  Dieser  Effekt  war  in  der  mex1‐2/tpt‐2  Doppelmutante  deutlich  verstärkt. 
Allerdings  war  in  der  mex1‐2 Mutante  bzw.  mex1‐2/tpt‐2  Doppelmutante  der  Anteil  der 
Fluoreszenz, die durch FR gelöscht werden kann, sehr viel geringer bzw. nicht vorhanden.  
Die Doppelmutanten, welche Defekte  im Stärkeanabolismus und  in der TP Transportaktivität 
aufweisen,  besitzen  den  gleichen HCF  Phänotyp wie  die  adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante. Der 
parallel  eingebrachte  Defekt  im  Stärkekatabolismus  bei  der  sex1‐3/tpt‐2  Doppelmutante 
zeigte nur geringe Einflüsse in die Photosynthese. Interessanterweise wies der HCF Phänotyp 
der  mex1‐2/tpt‐2  Doppelmutante  andere  Charakteristika  auf  als  die  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  und  ist  somit  nicht  mit  diesem  vergleichbar.  Es  bedarf  jedoch  weiterer 










Abbildung 3.19  Relative  Anteile  der  Chl a Fluoreszenz  Komponenten  der  neu  generierten 
Stoffwechseldoppelmutanten.  Die Mutanten  sowie  der WT  wurden  für  vier Wochen  im  HL  angezogen.  Die 
Aufnahme  der  Fluoreszenzkinetiken  erfolgte  nach  mindestens  20  min  Verdunkelung.  QFR = Anteil  der 







der  AGPase  gekoppelt  ist  (Abschnitt 3.2.4.2). Dal Bosco  et  al.  (2004)  charakterisierten  eine 
Mutante  (dpa1), welche  einen  vergleichbaren HCF Phänotyp  aufweist wie die adg1‐1/tpt‐2 















Mutante  ebenfalls  im Vergleich  zu WT  im HL  auf ½ MS mit  50 mM  Saccharose  angezogen 
(Abbildung 3.20). Die dpa1 Mutante  zeigte eine deutliche Wachstumsretardierung und eine 




















Tabelle 3.8  Zusammenstellung  der  Chl  a  Fluoreszenzparameter  von  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  und  dpa1 
Mutante  im  HL.  Die  Aufnahme  der  Induktionskurven  erfolgte  bei  300 µmol∙m‐2∙s‐1  nach mindestens  20 min 
Verdunkelung von vier Wochen alten Pflanzen. 
50 mM Suc   
  Fv/Fm  F0 Fm ФPSII
Col‐0  0,775 ± 0,012  0,064 ± 0,005  0,284 ± 0,026  0,346 ± 0,018 
adg1‐1/tpt‐2  0,625 ± 0,060 0,119 ± 0,025 0,315 ± 0,021  0,208 ± 0,038
dpa1  0,428 ± 0,125 0,140 ± 0,037 0,244 ± 0,035  0
½ MS 
Col‐0  0,759 ± 0,010  0,073 ± 0,005  0,305 ± 0,023  0,337 ± 0,017 
adg1‐1/tpt‐2  0,345 ± 0,103 0,251 ± 0,053 0,387 ± 0,080  0,057 ± 0,053
n = 6, ± SD 
 
Der  HCF  Phänotyp  der  dpa1  Mutante  besitzt  offenbar  Ähnlichkeiten  zu  der  auf  ½ MS 
angezogenen  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante.  Im  Weiteren  sollten  immunologische 
Untersuchungen  zusätzliche  Informationen  über  die  Gemeinsamkeiten  bzw.  Unterschiede 
zwischen  dem HCF  Phänotyp  der  dpa1 Mutante  und  dem HCF  Phänotyp  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  liefern.  Hierzu  wurden  repräsentativ  für  die  wichtigsten 
Photosynthese‐assoziierten Komponenten die Gehalte der Proteine Lhcb2, PsbD, psbE sowie 
Lhca1 getestet (Abbildung 3.21). In der dpa1 Mutante waren die PSII assoziierten Proteine und 
auch das Lhcb2 Protein  in  ihrer Abundanz  im Vergleich zum WT nicht verändert. Daher war 
das  relative  Verhältnis  von  PSII  Kernkomponenten  zu  Lhcb2,  wie  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  beobachtet,  in  der  dpa1 Mutante  im  HL  nicht  verändert  (Abschnitt 3.1.3). 
Jedoch war der Phosphorylierungsgrad des  Lhcb2 Proteins  in der dpa1 Mutante  verringert, 
was  identisch mit  dem  bestimmten  Phosphorylierungsgrad  von  Lhcb2  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante bei ½ MS‐ bzw. Erdanzucht war  (Abbildung 3.21  [4]). Lediglich die Abundanz 
des mit PSI assoziierten Lhca1 Proteins war in der dpa1 Mutante um etwa 50 % verringert. 
Durch  Zuckerfütterung  wurden  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  die 
Photosyntheseeffizienz  und  die  Chl‐Gehalte  auf  WT‐Niveau  gerettet  (Abschnitt 3.2.3).  Die 
weiterführende  immunologische  Untersuchung  zeigte  weiterhin,  dass  auch  die 
Proteinabundanz  der  PSII  Kernkomponenten  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  bei 
Saccharosefütterung  wieder  auf  WT‐Niveau  zurückkehrte.  Es  war  nicht  nur  eine 



















Daher  ist  anzunehmen,  dass  die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  in  den  Prozessen  der 
HL‐Akklimatisierung  gestört  ist.  Um  die  Ursache  und  Prozesse  für  die  Etablierung  dieses 
Phänotyps zu bestimmen, wurden Transferexperimente durchgeführt, bei denen die Pflanzen 
entweder  im HL angezogen und  ins LL transferiert wurden, oder  im LL angezogen und  ins HL 







Durch  Saccharosefütterungen  konnte  gezeigt werden, dass der HL‐abhängige Phänotyp der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante stark abgemildert wird (Abschnitt 3.2.3), und im LL nicht auftritt 
(Abschnitt 3.1).  Die  folgenden  Experimente  sollten  klären,  ob  eine  Revertierung  des 
Phänotyps durch einen Wechsel der Lichtbedingungen möglich ist, oder ob es sich hierbei um 
eine irreversible phänotypische Ausprägung handelt.  
Um  dieser  Frage  nachzugehen, wurden  die  adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  sowie  der WT  für 





Fv/Fm‐Verhältnisses,  was  möglicherweise  auf  die  einsetzende  dunkelinduzierte  Seneszenz 
zurückzuführen  ist  (Abbildung 3.22 A und E)  und  durch  die  Verminderung  der  maximalen 
Fluoreszenz  verursacht wurde  (Abbildung 3.22 C). Durch  LL  Exposition  des HL  angezogenen 
WT kam es hingegen nach 48 h aufgrund eines Anstiegs der maximalen Fluoreszenz noch zu 




Fv/Fm‐Verhältnisses  mit  voranschreitender  Dunkelinkubation  beobachtet  werden 
(Abbildung 3.22 B und F). Nur durch LL Exposition wurde der HCF Phänotyp deutlich, wie der 
Anstieg des Fv/Fm‐Verhältnisses  zeigte, abgemildert  (Abbildung 3.22 B und H). Dieser Anstieg 
von  Fv/Fm  von  0,301  (± 0,032)  auf  0,673  (± 0,057)  innerhalb  von  48 h  nach  Transfer  in  LL 
Bedingungen ging auf eine kontinuierlichen Steigerung der maximalen Fluoreszenz, sowie auf 
ein Absinken der Grundfluoreszenz  zurück  (Abbildung 3.22 G). Es  ist anzumerken, dass nach 
4 h  LL  Exposition  zunächst  ein  primäres  Maximum  der  Grundfluoreszenz  erreicht  wird, 
welches  erst  mit  Dauer  der  Exposition  wieder  absinkt.  Durch  die  Betrachtung  des 
Fv/Fm‐Verhältnisses in Falschfarben wurde deutlich, dass die jüngeren Blätter der adg1‐1/tpt‐2 





(Abbildung 3.22 B). Aus den oben beschriebenen  Ergebnissen  lässt  sich  schlussfolgern, dass 
der  HCF Phänotyp  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  auch  durch  die  Änderung  der 













Prozesse  der  HL‐Akklimatisierung  sind  verbunden  mit  einem  strukturellen  Umbau 
Photosynthese‐assoziierter  Komponenten  (Bailey  et  al.,  2001).  Diese  gehen  einher  mit 
Veränderungen  der  Photosyntheseeffizienz,  welche  sich  leicht  über  die  Messung  von 
Chl a Fluoreszenzparametern  bestimmen  lassen.  Um  die  Akklimatisierung  des  WT,  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  und  den  entsprechenden  Einzelmutanten  an HL  Bedingungen 
untersuchen  zu  können  wurden  im  LL  angezogene  Pflanzen,  ins  HL  transferiert  und  die 
Chl a Fluoreszenzparameter mithilfe der ImagingPAM aufgezeichnet (Abbildung 3.23).  
Das Fv/Fm‐Verhältnis des WT und der Einzelmutanten sank  in Folge der HL Exposition schon 
innerhalb  der  ersten  8 h  deutlich  auf  unter  0,6  (± 0,01  [WT])  ab.  Die  Betrachtung  der 
absoluten  Fluoreszenzparameter  zeigte,  dass  das  Absinken  des  Fv/Fm‐Verhältnisses  auf  ein 
starkes Absinken  von  Fm  sowie einer Verdoppelung  von  F0  zurückging  (Abbildung 3.23 B‐D). 
Erstaunlicherweise  dauerte  es  sieben  Tage  bis  das  Fv/Fm‐Verhältnis  wieder  auf  das 




Fv/Fm‐Verhältnisses  nach  24 h  zu  beobachten  war,  sank  das  Fv/Fm‐Verhältnis  in  der 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  innerhalb  dieser  Zeit  weiter  bis  auf  0,141  (± 0,013)  ab  und 
erholte  sich  leicht  nach  sieben  Tagen  auf  0,27 (± 0,021).  Wie  die  Aufschlüsselung  des 
Fv/Fm‐Verhältnisses  in die einzelnen Fluoreszenzparameter der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante 
zeigt, war das primäre Absinken der Chl a Fluoreszenz nach 4‐8 h auf ein drastisches Absinken 
von  Fm  mit  einer  parallelen  kontinuierlichen  Zunahme  von  F0  zurückzuführen 
(Abbildung 3.23 E). F0 erreichte nach 48‐72 h einen Wert von 0,224  (± 0,025) und war somit 











an  HL  notwendigen  Mechanismen.  Während  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  in  den 
ersten 4 h der HL Exposition noch ein ähnlicher Verlauf  im Vergleich zum WT zu beobachten 











Starke  und  vor  allem  schnelle  Schwankungen  in  der  Lichtintensität,  wie  sie  auch  unter 
natürlichen  Bedingungen  vorkommen,  führen  zu  adaptiven  Mechanismen,  die  eine 





Sauerstoffspezies  (ROS)  verhindern.  Eine  frühe  Antwort  auf  die  photooxidative  Schädigung 
der  Photosysteme  ist  die  De‐Regulation  der  Expression  der  Lhcb1  Gene  als  sogenannte 
„Zeigergene“  auf  transkriptioneller  Ebene  um  den  Anteil  des  absorbierten  Lichts  zu 
vermindern  (Mäenpää und Andersson, 1989). Eine Akkumulation von Mg‐Protoporphyrin  IX 
(MgProtoIX), eine Vorstufe  in der Chl‐Biosynthese, galt als das Signal  für die  Initiierung der 
Transkriptionsregulierung (Strand et al., 2003; Abschnitt 1.4). Daher wurde die Befähigung der 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  zur  Kurzeitakklimatisierung  repräsentativ  durch  die  Lhcb1 
Transkriptmengenbestimmung  in  einem  HL‐Transfer  mittels  qPCR  analysiert 
(Abbildung 3.24 A‐D). Parallel hierzu wurden die MgProtoIX‐Gehalte  im HL und  LL  sowie  im 
Zeitverlauf bestimmt (Abbildung 3.24 E‐F). 
Innerhalb  der  ersten  30‐60 min  der  HL  Exposition  konnte  eine  Erhöhung  der  Lhcb1 
Transkriptmengen beobachtet werden, die aber innerhalb von 4 h beim WT und adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  sowie  den  entsprechenden  Einzelmutanten  im  Vergleich  zum  LL  deutlich 
abnahm.  Koussevitzky  et  al.  (2007)  konnten  ebenfalls  im  Zeitverlauf mittels Northern  Blot 
zeigen, dass die Transkriptmenge der Lhcb1 Gene im WT zunächst nach 30 min leicht anstieg 
aber  nach  6 h  kaum  mehr  zu  detektieren  war  und  sind  daher  kongruent  mit  den 
Beobachtungen dieser Arbeit. Bei dauerhaft an HL adaptierten WT und Einzelmutanten setzte 
sich dieser  Trend  fort, da die  Lhcb1  Transkription  im Vergleich  zum  LL deutlich  vermindert 
war.  In  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  hingegen war,  trotz  anfänglicher  De‐Regulierung 
innerhalb der ersten 4 h, eine höhere Lhcb1 Transkription unter HL Bedingungen gegenüber LL 
Bedingungen festzustellen.  
Die MgProtoIX‐Gehalte  sanken  innerhalb  des  HL  Transfers  bei  allen  Pflanzenlinien  ab  und 
zeigten keine Korrelation zu der De‐Regulierung der Lhcb1 Transkription. Unter HL Anzuchten 
waren die MgProtoIX‐Gehalte im Vergleich zum LL sogar um das 3‐fache im Vergleich zum WT 
erhöht.  Dies  wiederum  unterstützt  die  durch  Mochizuki  et  al.  und  Moulin  et  al.  (2008) 








Abbildung 3.24  Lhcb1  Transkriptakkumulation  im  HL  Transfer  im  Vergleich  mit  den  Mg‐Protoporphyrin  IX 








Akklimatisierungsprozesse  an  HL  sind  durch  Kurzeitantworten  und  Langzeitantworten 
charakterisiert  (Abschnitt 1.3).  Auf  Basis  der  Photosyntheseeffizienzmessungen  sowie  der 
Lhcb1  Transkriptmengenbestimmung  wurde  der  Zeitpunkt  für  das  Einsetzen  der 
Kurzeitantwort auf 4 h definiert. Da es nach zwei Tagen  im HL  im WT zu einer beginnenden 
Erholung  des  Fv/Fm‐Verhältnisses  kam,  ist  anzunehmen,  dass  erst  zu  diesem  Zeitpunkt  die 






Grundfluoreszenz  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante,  welche  grundlegend  für  den  HCF 
Phänotyp  ist.  Um  die  Antworten  bzw.  fehlenden  Antworten,  die möglicherweise  auch  zur 
Etablierung des HCF Phänotyps führen, auf transkriptioneller Ebene zu untersuchen, wurden 




unter  LL  Bedingungen  angezogen  (ZP0)  und  ins HL  transferiert. Die  Probennahme  erfolgte 
nach 0 h (ZP0), nach 4 h (ZP4h) und nach 48 h (ZP2d). 
Die von Affymetrix gelieferten Rohdaten wurden mithilfe des Programmes Robin (Lohse et al., 





























gleiche  Regulation  aufweisen,  können  so  Gene  identifiziert  werden,  die  in  direktem 





  Log FC1   p‐Wert Log FC1 p‐Wert 
1  > 0 bzw. < 0  ≤ 0.05  < 0 bzw. > 0 ≤ 0.05  
2  > 0 bzw. < 0  ≤ 0.05  > 0.05  
3    > 0.05  > 0 bzw. < 0 ≤ 0.05  
1 Logarithmierte relative Transkriptionsänderung in Vergleich zu ZP0 
 
Die  signifikant  de‐regulierten  Gene,  ZP0  zu  ZP4h,  bzw.  ZP2d  innerhalb  der  einzelnen 
Pflanzenlinien wurden mit dem WT abgeglichen. In den Einzelmutanten und der adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante zeigte eine große Anzahl an Genen eine unterschiedliche Antwort auf HL nach 
4 h  bzw.  2 d, welche  im WT  nicht  signifikant  reguliert waren  (Abbildung 3.26 B).  Nach  4 h 
waren  in  der  adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  4 391 Gene  de‐reguliert,  von  denen  487  in  der 
tpt‐2 Mutante bzw. 996  in der adg1‐1 Mutante ebenfalls bei dem Vergleich auffielen. 1 076 
Gene zeigten  in allen Mutanten eine De‐Regulation nach 4 h  im Vergleich zum WT. Zu ZP4h 







Signalkaskade  in  ihrer Expression verändert  sein  könnten. Beim  Filtern der Gene nach dem 




erfüllten  Bedingung  in  funktionelle  Gruppen  geordnet  (Abschnitt 3.3.3.2).  (2)  Zusätzlich 
wurden  alle  Kandidatengene  der  vorhergesagten  subzellulären  Lokalisierung  durch  AtSubP 














ZP 2d  (1 861)  wurden,  unter  Berücksichtigung  der  Bedingungen  nach  denen  sie  gefiltert 
wurden,  in  funktionellen  Gruppen  geordnet  (Abbildung 3.27).  Hierbei  erfüllten  die  größte 
Anzahl an Genen sowohl bei ZP 4h als auch bei ZP 2d Bedingung 2. Von besonderem Interesse 
sind Gene, die zur Gruppe „Transkription“ und „Protein“ zugeordnet wurden. Bei nahezu allen 
Bedingungen  fielen  25 %  der  gesamten  Kandidatengene  in  diese  Gruppen.  Die  Gruppe 








Um  zu  testen, welche  funktionellen Gruppen  signifikant  überproportional  vertreten waren, 
wurden  die  Kandidatengene  zu  den  ZP4h  sowie  ZP2d  statistisch  analysiert.  Die  dabei 
identifizierten  signifikant  überrepräsentierten  Gruppen wurden mithilfe  des web‐basierten 
Programmes QuickGO  (Binns et al., 2009) hierarchisch klassifiziert und  in Abbildung 3.28  für 
ZP4h  und  in  Abbildung 3.29  für  ZP2d  graphisch  dargestellt.  Grundsätzlich  werden  bei  der 





als  bei  ZP4h.  Es wurden mehrere  Gruppen  identifiziert, welche mit  dem  Vesikeltransport, 
Vesicletargeting  und  Vesiclecoating  assoziiert  sind.  Des  Weiteren  umfasst  eine  generelle 
Gruppe alle Gene, welche mit dem Chloroplasten funktionell assoziiert sind. Die beobachteten 
massiven  Transkriptionsänderungen  betrafen  auch  Gene,  welche  im  mitochondrialen  und 
auch  vakuolären  Stoffwechsel  eingebunden  sind. Offenbar  sind  alle  Subkompartimente  der 








Abbildung 3.27  Proportionale  Anteile  der  funktionellen  Gruppen  der  Kandidatengene  der  adg1‐1/tpt‐2 




















































































































































































































































































































































































































































































neben  der  Änderung  der  Expression  genereller  Stoffwechselgene,  besonders  auf  die 








22810  (ATH1  Genome  Array)  in  den  Zellorganellen  lokalisiert,  bzw.  10,6 %  in  den 
Chloroplasten. Unter den Genen, die  zum ZP4h nach den Parametern  für Bedingung 2 bzw. 
Bedingung 3  dereguliert  waren,  kodieren  12,1 %  bzw.  13 %  für  Proteine  mit  einer 
vorhergesagten plastidären Lokalisation. Zum ZP2d kodieren 13,5 % bzw. 15,4 % der nach den 
Parametern  für  Bedingung 2  deregulierten  Gene  für  plastidär  lokalisierte  Proteine.  In 
Anbetracht der Tatsache dass nur 10,6 % der auf dem ATH1 Genchip repräsentierten Gene für 
plastidärlokalisierte Proteine  kodieren,  zeigen die oben  genannten  Ergebnisse eine erhöhte 
De‐Regulation  kernkodierter,  plastidärlokalisierter  Proteine  unter  den  gewählten 
experimentellen  Bedingungen.  In  Übereinstimmung  mit  den  Ergebnissen  der  statischen 
Überprüfung  der  funktionellen  Gruppen  (Abschnitt 3.3.3.2)  kommt  es  zu  einer 
überproportionalen De‐Regulation  von  kernkodierten Genen  für  chloroplastidär  lokalisierte 
Proteine.  
Die unter Bedingung 1 identifizierten Kandidatengene mit chloroplastidärer Lokalisierung sind 
aufgrund  ihrer  geringen  Anzahl  vollständig  für  ZP4h  sowie  ZP2d  in  Tabelle 3.10 
zusammengefasst.  Interessanterweise findet sich unter beiden Zeitpunkten ein Gen, welches 








der Bedingung 2 bzw.  3,  sind  in  Tabelle 3.11 bis  Tabelle 3.14  aufgelistet. Bei  ZP4h nach HL 
Exposition konnten weitere signifikant reprimierte Gene  in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante 
identifiziert  werden,  welche  mit  dem  Schwefelmetabolismus  assoziiert  sind.  Zu  diesem 
Zeitpunkt wurden sehr viele,  in die plastidäre Transkription und Translation  involvierte Gene 
nur  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  signifikant  induziert  (Tabelle 3.11).  GUN3,  die 
Phytochromobilinsynthase,  war  hier  auf  transkriptioneller  Ebene  induziert.  Dies  ist  von 
besonderem  Interesse,  da  GUN3  bei  der  retrograden  Signalgebung  fungiert  (Strand  et  al., 
2003;  Abschnitt 1.4).  Im  WT  wurden  hingegen  zu  diesem  Zeitpunkt  (Bedingung 3) 
hauptsächlich  im Metabolismus  involvierte  Gene  de‐reguliert,  welche  in  der  adg1‐1/tpt‐2 




viele  Gene  induziert,  welche  mit  dem  plastidären  Translationsprozess  assoziiert  sind 
(Bedingung 2). Weiterhin wurde zu diesem Zeitpunkt auch die Expression einer Untereinheit 
des Sauerstoff entwickelnden Komplexes  (PsbP2) und das „cold‐responsive protein“ COR15a 








Tabelle 3.10  Zusammenfassung  der  unter  Bedingung  1  gefilterten  Kandidatengene  zu  ZP4h  und  ZP2d. 
Gelb:Schwefelmetabolismus;  rosa:Transkription,Translation,  Proteinfaltung;  grün:  Pigment,  Photosynthese, 
Redox; blau:Transport. 
ZP 4h  Bedingung 1                                                                                                                  adg1‐1/tpt‐2 vs.WT
Gen  Funktion1  Lokalisierung2  Log FC3
AT4G21990  putative PAPS sulfotransferase (AtAPR3) C  ‐2.31
AT1G72800  hypothetical protein  ‐  ‐1.92
AT1G74100  putative sulphotransferase (AtSOT16) Z  ‐1.62
AT4G33030  UDP‐sulfoquinovose synthase, sulfolipid biosynthesis protein (SQD1) C  ‐1.59
AT5G48180  protein of unknown function Z  ‐1.16
AT5G45410  hypothetical protein  C  ‐1.01
AT5G42850  putative thioredoxin  Z  ‐1.00
AT1G53310  phosphoenolpyruvate carboxylase (AtPPC1) Z  ‐0.96
AT5G59000  putative membrane protein, contains RING‐finger‐type domain ‐  ‐0.89
AT2G40800  putative Tim21‐type component of mitochondrial membrane translocase  C  ‐0.82
AT5G15180  peroxidase, putative  E  0.74
AT2G02710  putative blue light receptor (AtPLP) ZM  1.01
AT1G22710  sucrose‐proton symporter (AtSUC2) ZM  1.05
AT5G27670  putative H2A‐type histone  N  1.12
AT3G13750  beta‐galactosidase, putative / lactase, putative E  1.88
AT5G18600  putative glutaredoxin  Z  3.53
ZP 2d  Bedingung 1                                                                   
AT5G26220  putative ChaC‐like protein  ‐  ‐2.65
AT4G21990  putative PAPS sulfotransferase (AtAPR3) C  ‐1.96
AT1G62660  putative family‐32‐type glycosyl hydrolase ‐  ‐1.63
AT4G33030  UDP‐sulfoquinovose synthase, sulfolipid biosynthesis protein (SQD1) C  ‐1.47
AT5G46350  putative WRKY‐type transcription factor N  0.98
AT5G66490  hypothetical protein  M  1.32
AT3G62690  putative ubiquitin ligase, ATL‐subfamily (AtATL5) N  1.51







































































































































































































integralen Bestandteile der  PSII Reaktionszentrums, welche  in  der  Proteinabundanz  bis  auf 
10 % verringert waren, wurden deutlich stärker als  im WT transkribiert. Im Gegensatz zu der 
Transkriptionsaktivierung  der  plastomkodierten Gene war  für  die  kernkodierten Gene, wie 
Lhcb2.2 oder FNR, keine Veränderung in der Transkription im Vergleich zum WT festzustellen. 
Interessanterweise  wurden  sieben  von  zehn  plastomkodierten  Untereinheiten  des 
NDH‐Komplexes  (NdhH,  hier  repräsentativ  gezeigt)  deutlich  stärker  exprimiert  als  im WT, 
während  die  kernkodierten  Untereinheiten  (AtNDH18,  repräsentativ)  keine  verstärkte 
Expression aufwiesen. Durch Auftrennung der Proteinsuperkomplexe  in der BN‐PAGE konnte 
jedoch gezeigt werden, dass der NDH‐Superkomplex in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante nicht 
vorhanden  ist.  Auch  PsaA,  Kernkomponente  des  PSI,  wurde  stark  induziert,  während 
kernkodierte Gene des LHCI nicht verändert waren. 
Tabelle 3.15  Zusammenstellung  der  Transkriptionsdaten  der  Photosynthese‐assoziierten  Gene  im  stationären 
Vergleich von WT und adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante zum ZP2d.  
  adg1‐1/tpt‐2 vs. WT ZP2d
Gen  Funktion  Lok1  Prot.2  Log FC3
At3g27690  Lhcb2.1  G  o  ‐0,72
AtpB  ATPase beta subunit  P  ‐  ‐0,42
At3g50820  subunit of photosystem II complex (AtPsbO2)  G  ‐  ‐0,15
At4g03280  Rieske FeS protein (AtPETC)  G  o  ‐0,10
At1g20020  ferredoxin‐NADP(+)‐oxidoreductase (AtLFNR2) P  +  ‐0,05
At4g04640  chloroplast CF1‐ATP synthase subunit (AtATP‐gamma1) G  n.d.  0,00
At3g54890  component of light‐harvesting complex I (AtLHCa1) G  o  0,01
PsaB  PSI P700 apoprotein A2  P  ‐  0,05
At2g05070  Lhcb2.2  G  o  0,05
At5g43750  component of subcomplex B of chloroplast NDH (AtNDH18)   0,27
PetB  cytochrome B6  P  o  0,33
PsbE  PSII cytochrome b559  P  ‐  1,31
NdhH  NADH dehydrogenase 49KDa protein P  n.d.  2,03
PsbC  PSII 43 KDa protein (CP43)  P  ‐  2,71
PsbB  PSII 47KDa protein (CP47)  P  ‐  3,31
PsaA  PSI P700 apoprotein A1  P  n.d.  3,41
PsbD  PSII D2 protein (D2)  P  ‐  3,60









3.3.3.4 Identifizierung  von  über‐  und  unterrepräsentierten  regulatorischen  Elementen  der 
Kandidatengene 
Die Identifizierung der Kandidatengene eröffnet die Möglichkeit zur Suche gemeinsamer über 
oder  unterrepräsentierter  Sequenzmotive  innerhalb  der  Promotorregionen.  Daher  wurden 
alle Gruppen der Kandidatengene mithilfe des Programmes FIRE (finding regulatory elements; 
Elemento et al., 2007) auf sich wiederholende Sequenzmotive hin untersucht. Dazu wurden 
sie  in Abhängigkeit  ihrer Transkriptionsänderung  in gleich große Gruppen geordnet und auf 
alle möglichen Sequenzmotive von 5‐8 bp Länge getestet. Ausschließlich in der Gruppe zu ZP2 
unter Bedingung 3  konnten  insgesamt neun Motive  identifiziert werden,  von denen  jedoch 
nur drei Motive bekannt  sind. Diese  sind GADOWNAT, 14BPATERD1  sowie OBF45BSinGST6. 
Diese  Gruppe  beinhaltete  alle  Gene,  die  signifikant  im  WT  ansprachen,  aber  in  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante nicht reguliert wurden. 
Das  GADOWNAT Motiv  wurde  in  A.  thaliana  Promotorsequenzen  von  Genen  identifiziert, 
welche  nach  exogener Gibberellinsäure  (GA)  Behandlung  reprimiert wurden  (Ogawa  et  al., 
2003).  Auch  in  dem  experimentellen  Ansatz  dieser  Arbeit  war  dieses  Motiv  in  den 
Promotorsequenzen  stark  reprimierter  Gene  im  WT  signifikant  überrepräsentiert.  Das 
14BPATERD1 Motiv fungiert bei der Induktion von Genen unter Trockenstress (Simpson et al., 
2003).  Im Gegensatz dazu war  in dieser Arbeit das Promotormotiv  in der Gruppe der  stark 
reprimierten  Gene  signifikant  überrepräsentiert  und  in  der  Gruppe  der  induzierten  Gene 
signifikant unterrepräsentiert. Die gruppierten Kandidatengene zu ZP2d (Bedingung 3) wurden 
zusätzlich  auf  überrepräsentierte  funktionelle  Gruppen  getestet.  In  der  Gruppe  der  am 
stärksten  reprimierten  Gene  (relative  Transkriptionsänderung  log2  ‐4,4  bis  ‐0,9)  war  die 













in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  nicht  reguliert  werden.  Die  Gene  wurden  entsprechend  ihrer 
logarithmischen Transkriptionsänderung  in  sechs gleichgroße Cluster  sortiert. Für  jeden Cluster wurde die am 
höchsten  signifikante  funktionelle Gruppe ermittelt und oben  angegeben. Gelb  zeigt eine Überrepräsentation 
bzw.  Blau  eine  Unterrepräsentation  des  links  angegebenen Motives.  Signifikante  Über‐/Unterrepräsentation 
(p≤0,05) ist rot/blau umrandet. Die Position sowie Orientierung des Motives sind zusammen mit der Robustheit 







Die  Prozesse  der  Akklimatisierung  in  Abhängigkeit  von  der  Lichtintensität  und  die 
notwendigen Signalkaskaden  sind nur unvollständig verstanden. Es wird angenommen, dass 
die Regulation  der Akklimatisierung  über  den Reduktionsgrad  der  Elektronentransportkette 
(ETK),  insbesondere des Plastochinon Pools  (PQ‐Pool)  reguliert und perzipiert wird. Weitere 
Signalwege über die Tetrapyrrolbiosynthese, die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies 
(ROS) und die plastidäre Transkription wurden postuliert (Abschnitt 1.4). Über die Beteiligung 
des  Kohlenhydratstoffwechsels  an  der Akklimatisierung  der  Photosynthese wurde  ebenfalls 
häufig spekuliert (Paul und Pellny, 2003; Kleine et al., 2009; Pfannschmidt et al., 2009). Wohl 




ein  erfolgversprechender Ansatz  zu  sein,  da  die  Signatur  des Metaboloms  sich  schnell  und 
direkt  in Abhängigkeit  von Umweltreizen und  auch während der Akklimatisierungsprozesse 
verändert  (Bräutigam et al., 2009). Ob und wie diese Veränderungen  in der metabolischen 
Signatur perzipiert und in Signale umgewandelt werden könnten, ist bislang nicht klar. Es wäre 
denkbar,  dass  hierbei  ähnliche  Mechanismen  wie  bei  dem  seit  einiger  Zeit  etablierten 
„sugar signalling“ greifen. Freie Zucker besitzen in einer Reihe von physiologischen Prozessen 
wie  z.B.  der  Entwicklung,  Seneszenz  und  auch  Stress  eine  Signalwirkung  (Smeekens  2000; 
Rolland et al., 2002; Rolland et al., 2005).  
Die  durch  Schneider  et  al.  (2002)  generierte  adg1‐1/tpt‐1  Doppelmutante,  die  eine 
Verringerung  im  Tagesexport  von  Triosephosphaten  (TPT;  tpt‐1)  und  einen  Defekt  in  der 
Stärkebiosynthese  (AGPase;  adg1‐1)  aufweist,  zeigte  einen  drastischen  Wachstums‐  und 
Photosynthesephänotyp  (Häusler  et  al.,  2009).  Dieser  ist,  wie  in  der  vorliegenden  Arbeit 
gezeigt,  mit  einer  dramatischen  Verminderung  der  Akkumulation  von  freien  Zuckern 
gekoppelt.  Die  generelle  Überlebensfähigkeit  der  bereits  beschriebenen  Doppelmutante 
wurde  der  dort  vorhandenen  Restaktivität  des  TPT  zugeschrieben.  Die  adg1‐1/tpt‐1 










die  adg1‐1/tpt‐1  Doppelmutante  für  Studien  der  Regulierung  der  Photosynthese  im 
Zusammenhang  mit  dem  Kohlenhydratstoffwechsel  interessant.  Ein  kürzlich  identifiziertes 
zweites  Allel  einer  tpt  Mutante  (tpt‐2)  weist  einen  kompletten  Verlust  des  TPT  auf 
transkriptioneller  sowie  auf  funktioneller  Ebene  auf  und  wurde  ebenfalls  in  die  adg1‐1 
Mutante sowie in weitere Stoffwechselmutanten (mex1‐2, pgi1‐1, pgm1, sex1‐3) eingekreuzt. 
Die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  war  überlebensfähig,  was  eine  essentielle  Rolle  der 
restlichen TPT‐Aktivität für das Überleben von adg1‐1/tpt‐1 ausschließt. Diese, aufgrund des 
Fehlens  einer  TPT‐Restaktivität  besser  definierte Doppelmutante, wurde  daher  im  Rahmen 
der vorliegenden Arbeit herangezogen, um Veränderungen der Akklimatisierung an Hochlicht 
zu  studieren.  Diese  Doppelmutante  wurde  bezüglich  ihrer  Eigenschaften  von 




Inhibition  der  beiden  zentralen  Stoffwechselprozesse, welche  die  Pflanze mit  Energie  und 
Kohlenhydraten  am  Tag  und  in  der  Nacht  versorgen,  sollte  zur  Letalität  führen.  Die  neu 
etablierte Doppelmutante war jedoch überlebensfähig. Es ist anzunehmen, dass die generelle 
Überlebensfähigkeit durch kompensatorische Mechanismen gewährleistet wird. So könnte  in 
der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante der Export von Photoassimilaten  im  Licht durch  Induktion 
anderer  Phosphattranslokatoren  übernommen  werden.  In  Frage  kämen  hierfür  der 
Glukose‐6‐Phosphat/Phosphat  Translokator  (GPT),  von  denen  A. thaliana  zwei  Isoformen 








der  GPT2  nur  in  reproduktiven,  heterotrophen  Geweben  exprimiert wird  (Arabidopsis  eFP 
Browser; Winter et al., 2007). In Mutanten mit Defekten in der Stärkebiosynthese, wie adg1‐1, 
pgi1‐1, pgm1  (Abschnitt 1.5), wird die GPT2 Aktivität auf transkriptioneller und  funktioneller 
Ebene  auch  im  Blatt  stark  induziert  (Kunz  et  al.,  2010).  Diese  Induktion  der  GPT  Aktivität 
korreliert mit einer Akkumulation von löslichen Zuckern am Tag (Quick et al., 1995; Kunz et al., 
2010), welche  durch  den Defekt  in  der  Stärkebiosynthese  ebenfalls  in  den Mutanten  (z.B. 
adg1‐1) akkumulieren (Schneider et al., 2002; Abbildung 3.13). Neben der Tatsache, dass die 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  nicht  in  der  Lage  ist,  große  Mengen  an  freien  Zuckern  zu 
akkumulieren  (Abbildung 3.13)  wurde  durch  Generierung  einer  adg1‐1/tpt‐2/gpt2‐1 
Tripelmutante (Abbildung 3.15) demonstriert, dass GPT2 nicht für die Überlebensfähigkeit der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante verantwortlich ist.  
Der XPT  ist schwach, aber ubiquitär  in der gesamten Pflanze exprimiert; es gibt  jedoch keine 
Hinweise  auf  eine  Induktion  auf  transkriptioneller  Ebene  in  Blättern  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  (R.E. Häusler,  nicht  publizierte Daten).  Aufschluss  über  die  Einbindung  des 
XPT an der Überlebensfähigkeit der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante könnte das Einkreuzen der 
xpt Mutante in den Hintergrund der Doppelmutante geben. 
Vitha  et  al.  (2000)  zeigten  im  Zusammenhang mit  Studien  über  den Wurzelgravitropismus, 






arbeiten  kann.  Dementsprechend  wäre  es  auch  denkbar,  dass  eine  Restaktivität  einer 
alternativen  Stärkebiosynthese  das  Überleben  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  sichert. 
Allerdings  ist  bislang  kein  Transporter  für  Glc1P,  weder  in  A. thaliana  noch  anderen 
Modellorganismen  der  höheren  Pflanzen,  identifiziert  worden.  Die  Generierung  weiterer 






4.2 EINE  VERÄNDERUNG  DER  PHOTOSYNTHESE‐ASSOZIIERTEN  KOMPONENTEN  IM  HOCHLICHT 
VERURSACHT DEN HCF PHÄNOTYP DER ADG1‐1/TPT‐2 DOPPELMUTANTE  
Die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  zeigte  den  gleichen  Wachstums‐  und 
Photosynthesephänotyp  wie  die  durch  Schneider  et  al.  (2002)  generierte  adg1‐1/tpt‐1 
Doppelmutante.  Basierend  auf  den  vorrangegangen  Beobachtungen  des  morphologischen 
Phänotyps und den veränderten Photosyntheseeffizienzen durch Schneider et al. (2002) und 
Häusler et al.  (2009) wurde der Phänotyp der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  in Abhängigkeit 
von  Hochlicht  (HL)  sowie  Schwachlicht  (LL)  untersucht.  Überraschenderweise  war  die 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante unter LL Bedingungen vom WT und den Einzelmutanten nicht zu 
unterscheiden, während  im  HL  gravierende  Defekte  im Wachstum  und  der  Photosynthese 
auftraten.  Der  Photosynthesephänotyp  unter  HL war  charakterisiert  durch  eine  drastische 
Verminderung der Quanteneffizienz von PSII und PSI. Die Fv/Fm‐Verhältnisse, als Maß für die 
maximal  erreichbare  Quanteneffizienz  sowie  die  Integrität  des  PSII, waren  aufgrund  einer 
dramatischen  Erhöhung  der  Grundfluoreszenz  verringert  (Tabelle 3.2).  Daher  kann  die 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  auch  als  Hoch‐Chlorophyll‐Fluoreszenz  (HCF)  Mutante 
bezeichnet werden. Die Grundlagen dieses HL‐abhängigen Photosynthesephänotyps werden 
im Folgenden basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit diskutiert.  




(Bailey  et  al.,  2001).  Im  Gegensatz  dazu  zeigten  die  Chl a/b  Verhältnisse  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante keine positive Korrelation zur Akklimatisierung; diese waren im Vergleich zum 
WT  unter  HL  stark  verringert  und  unter  LL  kaum  verändert  (Tabelle 3.1).  Dies  gab  erste 
Hinweise  auf  eine  veränderte  Zusammensetzung  der  Photosynthese‐assoziierten 
Komponenten  und  eine  gestörte  Akklimatisierung  an  HL  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante. 
Übereistimmend  mit  den  veränderten  Photosynthesepigmentgehalten  im  HL  zeigte  die 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  im  Vergleich  zum  WT  eine  drastische  Verminderung  der 
Photosyntheseeffizienz  im  HL.  Eine  mögliche  fehlerhafte  Akklimatisierung  an  HL  wurde 
unterstrichen durch die veränderte Ultrastruktur der Chloroplasten. Die EM Aufnahmen des 





Granathylakoide,  welche  im  HL  abnahm.  Im  Gegensatz  dazu  zeigte  die  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  nicht  nur  im  LL,  sondern  auch  im  HL  deutlich  überrepräsentierte,  hohe 
Granastapel  (Abbildung 3.5)  und  deutet  somit  auf  eine  fehlerhafte  Akklimatisierung. Unter 
Berücksichtigung des nur  im HL auftretenden HCF Phänotyps  ist es daher unwahrscheinlich, 
dass  die  Veränderung  der  Ultrastruktur  im  LL  und  HL  ursächlich  für  die  eingeschränkte 
Photosyntheseeffizienz  ist.  Es  ist  vielmehr  vorstellbar,  dass  eine  fehlende  Anpassung  der 
chloroplastidären  Ultrastruktur  an  HL  Bedingungen  mit  der  verminderten 
Photosyntheseeffizienz verbunden  ist. Des Weiteren kam es  im HL  zu einer  starken Bildung 
von Plastoglobuli in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante, welche im LL fast vollständig fehlte. Die 
verstärkte Bildung von Plastoglobuli wurde ebenfalls für Pflanzen beschrieben, die oxidativem 
Stress  ausgesetzt  waren  (Austin  et  al.,  2006).  Es  ist  daher  im  Zusammenhang  mit  der 
reduzierten Photosyntheseeffizienz anzunehmen, dass auch die adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante 
stärkerem oxidativen Stress ausgesetzt ist.  
4.2.1 Die  Veränderungen  im  Stoffwechsel  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  führen  zu 
starker Photoinhibition unter Hochlicht 
Die  chloroplastidäre  Ultrastruktur,  zusammen mit  den  veränderten  Chl  a/b  Verhältnissen, 
deuten  auf  eine  veränderte  HL‐Akklimatisierung  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  hin. 
Daher  wurde  die  Abundanz  der  Photosynthese‐assoziierten  Proteine  immunologisch  im 
Vergleich  zwischen  HL  und  LL  untersucht  (Abbildung 3.6).  Es  wurde  festgestellt,  dass 
vornehmlich  alle  plastomkodierten  Proteinuntereinheiten  beider  Photosysteme  im  HL 





LHCII  (Lhcb2,  Lhcb4)  und  LHCI  (Lhca1)  unverändert  blieben.  Die  native  Auftrennung  der 
Photosynthese‐assoziierten  Superkomplexe  stützte  die  Beobachtungen  der  veränderten 
LHC/PS  Stöchiometrie  im  HL  (Abbildung 3.7).  Übereinstimmend  mit  den  reduzierten  PSII 
Komponenten  war  auch  hier  die  Superkomplexformierung  von  PSI  und  PSII  deutlich 







der Photosysteme auf  transkriptioneller Ebene  stark  induziert wurden  (Tabelle 3.15). Daher 
kann  gefolgert  werden,  dass  die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  der  Degradation  der 
Photosysteme gegensteuert. 
Die  Degradation  wird  versursacht  durch  eine  erhöhte  Absorption  von  Lichtenergie,  die 
aufgrund  einer  akzeptorseitigen  Limitation  am  PSII  (reduziertes  QA)  nicht  in  die 
photochemischen  Reaktionen  abgeleitet  werden  kann,  sondern  unter  anderem  durch 
Anregung  von  Sauerstoff  zur  vermehrten  Produktion  von  Singulettsauerstoff  (1O2)  führt 
(Abschnitt 1.2).  Die  Produktion  von  1O2  wiederum  führt  zur  oxidativen,  irreversiblen 
Schädigung der Proteinkomponenten der Reaktionszentren am PSII  sowie des Chl und kann 
bei  verstärkter  Bildung  bis  zur  Lipidperoxidation  der  Thylakoidmembranen  führen 
(Krieger‐Liszkay, 2005; Triantaphylidès et al., 2008). Die damit einhergehende Degradation der 
PSII Komponenten wird durch de novo Synthese kompensiert. Übersteigen die destruktiven 
Mechanismen  am  PSII  jedoch  die  Kapazität  der  Reparaturmechanismen  spricht  man  von 
Photoinhibition  (Melis,  1999).  Im  Rahmen  der  Reparaturmechanismen  kommt  es  zu  einer 
teilweisen Disassemblierung des PSII Komplexes mit gleichzeitiger,  lateraler Abwanderung  in 
die  Stromathylakoide.  Hier  werden  die  photooxidativ  geschädigten  PSII  Untereinheiten, 
hauptsächlich  PsbA  (D1),  kontrolliert  abgebaut  und  durch  neu  synthetisiertes  Protein  in 
Koordination mit der Chl‐Biosynthese ersetzt (Aro et al., 1993; Melis, 1999; Nixon et al., 2011). 
Dieser  Reparaturmechanismus  ist  durch  zwei  entscheidende  Mechanismen,  nämlich  die 
Chl‐Biosynthese sowie die Translation der PsbA mRNA (Staub und Maliga 1994), lichtabhängig. 
Daher kann der Phänotyp durch eine verlängerte Dunkelinkubation nicht  revertiert werden, 
was  ebenfalls  die  Hypothese  stützt,  dass  die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  unter  starker 
Photoinhibition  leidet (Abbildung 3.22). Parallel zu der Abnahme der PSII Komponenten kam 
es ebenfalls zu einer Abnahme von PSI. Über die destruktiven Mechanismen am PSI ist bisher 
wenig  bekannt  und  normalerweise  ist  die  PSI  Abundanz  bei  Photoinhibition  am  PSII  nicht 
betroffen (Powles, 1984). Die verminderten Chl‐Gehalte, die stark verminderte PSII Abundanz, 
sowie  die  erhöhte  Formierung  der  Plastoglobuli  sind  eindeutige  Hinweise  auf  erhöhten 







Im  Zuge  der  Akklimatisierungsprozesse  wird  die  Lichtabsorption  über  die  Zunahme  bzw. 
Abnahme der LHCII Größe  relativ  zu PSII erhöht bzw. verringert. Diese Regulation der LHCII 
Abundanz  wird  bedingt  durch  eine  transkriptionelle  Kontrolle  der  kernkodierten 
Proteinuntereinheiten und einen gerichteten Abbau im Chloroplasten (Lhcb Proteine; Walters 
und  Horten,  1994;  Escoubas  et  al.,  1995;  Maxwell  et  al.,  1995).  Diese  transkriptionelle 
Kontrolle ist mit dem Reduktionsgrad des PQ‐Pools assoziiert. Es wird angenommen, dass die 
Perzeption  des  Reduktionsgrades  von  PQ  zur  Generierung  von  Signalen  führt,  welche  die 
Transkription der Photosynthese‐assoziierten Komponenten sowohl der plastomkodierten als 
auch  der  kernkodierten  Gene  reguliert  (Escoubas  et  al.,  1995;  Pfannschmidt  et  al.,  1999). 
Durch  Transkriptanalysen  der  kernkodierten  Lhcb1  Gene mithilfe  der  qPCR  konnte  gezeigt 
werden, dass die Expression des  Lhcb1 Gens  im WT unter HL  im Vergleich  zum  LL deutlich 
verringert  war  (Abbildung 3.24).  Diese  Akklimatisierungsantwort  auf  HL  blieb  in  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  jedoch  aus. Die  Transkriptgehalte waren  im Vergleich  zum  LL 
kaum  verändert.  Parallel  hierzu  war  die  Proteinabundanz  der  Lhcb2  Proteine  unter  HL 
ebenfalls  nicht  reduziert  (Abbildung 3.6).  Dies  lässt  die  Vermutung  zu,  dass  die  für  die 
Akklimatisierung  notwendige  Signalgebung  auf  Grund  von  fehlenden  „Transmittern“  oder 
durch  eine  Perturbation  im  Reduktionsgrad  des  PQ‐Pools  unterbrochen  ist.  Gestützt  wird 
diese These durch die globale Expressionsanalyse, die zeigte, dass die plastomkodierten Gene 
deutlich  induziert werden, während  die  kernkodierten  Photosynthese‐assoziierten  Gene  in 
der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  fast  nicht  verändert  waren  (Tabelle 3.15).  Dieser  Aspekt 
sollte in weiterführenden Analysen mittels qPCR weiter vertieft und bestätigt werden. 
Die Verteilung der Lichtabsorption zwischen den beiden Photosystemen wird in Abhängigkeit 














al.,  2007).  Interessanterweise  kann  die  STN7  Kinase  aber  auch  über  das 
Ferredoxin/Thioredoxinsystem  am  PSI  deaktiviert  werden,  wenn  es  unter  hohen 
Lichtintensitäten zu einer akzeptorseitigen Limitierung am PSI kommt (Rintamäkiet al., 1997; 
Hou et al., 2003). Dieser Mechanismus könnte ebenfalls für die verminderte Phosphorylierung 
der  Lhcb2  Proteine  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  im  HL  verantwortlich  sein.  Im 




die  Lhcb2  Phosphorylierung  oder  auch  die  LHCII  Abundanz mit  der  Umstrukturierung  der 
chloroplastidären  Ultrastruktur  in  Zusammenhang  steht.  Denn  der  Anteil  des  mobilen 
LHCII Pools in höheren Pflanzen liegt lediglich bei 15‐20 % (Allen, 1992). Des Weiteren konnte 
durch  Andersson  et  al.  (2003)  gezeigt  werden,  dass  A. thaliana  Mutanten,  welche  durch 
Expression eines  antisense Konstrukts  gegen  Lhcb2.1 einen  vollständigen Verlust der  Lhcb2 
und  Lhcb1 Proteine aufwiesen, eine deutliche Stapelung  von Granathylakoiden  zeigten. Die 
fehlende  Phosphorylierung  der  Lhcb2  Proteine,  trotz  der  unveränderten  Abundanz  könnte 
jedoch  eine mögliche  Erklärung  für  die  hohe  Granathylakoidstapelung  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante sein.  
4.2.3 Ungebundene LHCs verursachen der HCF Phänotyp der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  




vermindert,  während  die  Lhca1  Abundanz  nicht  beeinträchtigt  war.  Interessanterweise 
zeigten die Fluoreszenz‐Emissions‐Spektren bei 77 K, dass die LHCs mehrheitlich nicht mehr an 
die  Photosysteme  gebunden  sind  (Abbildung 3.8).  Losgelöste  LHCs  sind  hoch  fluoreszent 
(Yamane et al.,1997; Barros et al., 2009) und möglicherweise die Hauptursache  für den HCF 






an  der  „Hoch‐Energie“  Löschung  (qE;  Abschnitt 1.2)  beteiligt  sind.  Dies  konnte  unter 
Verwendung  von  spezifischen  Inhibitoren  für  die  ATPase  (Tentoxin),  einem  Entkoppler  des 




Die  „Hoch‐Energie“  Löschung  qE  ist  einer  der wichtigsten  Regulatoren  der  Lichtabsorption, 
und schützt als protektiver Mechanismus PSII vor Photoinhibition durch die Abstrahlung der 
Anregungsenergie  in Form von Wärme. Es benötigt die Beteiligung des pH‐Gradienten über 
die  Thylakoidmembran  und  eines  intakten  Xanthophyllzyklus  in  Koordination mit  der  PSII 
Untereinheit  PsbS  (Abschnitt 1.2).  Die  topologische  Organisation  der  LHCII,  die  durch 
biochemische Untersuchungen und EM Aufnahmen aufgeklärt wurde, ist von entscheidender 
Bedeutung  für qE. Die  LHCII  sind  in  zwei  Schichten um PSII organisiert. Die  kleinste  Einheit 
eines PSII‐LHCII Komplexes wird durch ein Heterotrimer  (Lhcb1,  Lhcb2 und  Lhcb3) gebildet, 
das mit Lhcb5 (CP29), Lhcb6 (CP26) um das dimere PSII Zentrum assoziiert ist (Boekema et al., 
1999; Morosinotto et al., 2006). Diese Struktur wird auch als C2S2 Partikel bezeichnet, wobei C 
die Anzahl der PSII  Zentren und  S die Anzahl der  stark  gebunden  LHCII  Trimere beschreibt 
(Abbildung 4.1). Die äußere Schicht wird aus LHCII Trimeren und Lhcb6 (CP24) zur Ausbildung 
eines  C2S2M2LX  aufgebaut,  wobei  M  die  Anzahl  der  moderat  und  L  der  lose  (loosely) 
gebundenen  LHCII  Trimere  benennt.  Betterle  et  al.  (2009)  konnten  zeigen,  dass  die 
Dissoziation eines  Superkomplexes aus  LHCII‐M,  Lhcb5 und  Lhcb6  vom PSII  im  Licht  für die 
Initiierung von qE notwendig  ist.  Im Zusammenhang mit den Ergebnissen dieser Arbeit  lässt 
sich ableiten, dass auch an diesen ungebundenen LHCII qE  stattfindet. Betterle et al.  (2009) 
zufolge  ist  die  Dissoziation  ein  reversibler,  schneller  Prozess,  der  nicht mit  dem  Auf‐  und 
Abbau  der  Proteinkomponenten  in  Zusammenhang  steht  und  durch  Lichteinstrahlung 
induziert wird.  In Dunkelheit  re‐assoziiert  dieser  Komplex wieder mit  den  PSII  Zentren. Da 
jedoch  die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  auch  im  dunkeladaptierten  Blatt  eine  erhöhte 
Grundfluoreszenz besaß, muss davon ausgegangen werden, dass die LHCII nicht mehr mit PSII 
re‐assoziieren.  Langzeitverdunkelungsexperimente  konnten  diese  Vermutung  bestätigen 





Fv/Fm‐Verhältnisse  zu beobachten, was  sich  aus einer Abnahme der maximalen  Fluoreszenz 
ableitete.  In  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  hingegen war  die weitere  Verringerung  der 
Fv/Fm‐Verhältnisse auf einen Anstieg der Grundfluoreszenz zurückzuführen. 
Die  Anzahl  und  Assoziierung  der  LHCII  hängt  bedeutend  von  den  Lichtbedingungen  ab. 
Wachstum  unter  LL  führt  zur  Akkumulation  von  LHCII‐M  und  ‐L  Trimeren  um  die 
Lichtabsorption am PSII  zu erhöhen, während die PSII Zentren die äußeren Schichten  im HL 
verlieren. Diese Akklimatisierungsantwort  verläuft über einen  längeren Zeitraum  von Tagen 
und bindet die transkriptionelle Kontrolle als auch den gerichteten Abbau von Proteinen mit 
ein  (Lindahl et al., 1995; Ballottari et al., 2007). Während zwar der protektive Mechanismus 
des  qE  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  etabliert  ist,  setzt  aber  offenbar  ein 
Akklimatisierungsprozess zur Verminderung der Lichtabsorption durch Verringerung der LHCII 
Abundanz unter HL nicht ein. 
Die dpa1 Mutante, welche einen  Funktionsverlust  in der  transthylakoidalen ATPase besitzt, 
kann den pH‐Gradienten nicht mehr abbauen, was eine Blockierung der ETK zur Folge hat (Dal 
Bosco et al., 2004). Daher war in dieser Mutante keine Photosyntheseeffizienz mehr messbar. 
Die  Mutante  zeigte  jedoch  einen  vergleichbaren  HCF Phänotyp  wie  die  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  und  wurde  daher  zu  Vergleichszwecken  in  die  Untersuchungen  mit 
einbezogen.  Durch  Inhibitorversuche  konnten  Dal  Bosco  et  al.  (2004)  zeigen,  dass  die 
Löschung der hohen Chl a Fluoreszenz  im Licht durch Nigericin unterbunden werden konnte. 
Zwar wurde dies auch auf ein erhöhtes qE zurückgeführt, eine Klärung des Mechanismus blieb 
aber  aus.  Die weiterführenden  immunologischen  Untersuchungen  der  vorliegenden  Arbeit 
(Abbildung 3.21) zeigten, dass, obwohl die Mutante den gleichen HCF Phänotyp aufwies, die 
Abundanz der PSII und auch der Lhcb2 nicht verändert waren. Daher ist auszuschließen, dass 
die  verminderte Abundanz der Photosysteme  in der adg1 1/tpt‐2 Doppelmutante  allein  für 
eine  Entkopplung  der  LHCs  verantwortlich  ist.  Möglicherweise  geht  die  Ursache  des 










PSII‐LHCII  Struktur.  Dunkelgrün=LHC‐Trimere,  Hellgrün=kleine  Antennenkomplexe,  M=moderat  gebunden, 










der  vorliegenden  Arbeit  konnte  jedoch  durch  FR‐Bestrahlung  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  in Gegenwart der  Inhibitoren Nigericin oder DTT gezeigt werden, dass auch 
diese  teilweise  Fluoreszenzlöschung  an  den  Aufbau  eines  pH‐Gradienten  gekoppelt  war 
(Abbildung 3.11).  Diese  Ergebnisse  deuten  darauf  hin,  dass  durch  die  FR‐Bestrahlung  ein 
zyklischer  Elektronentransport  (CEF)  um  PSI  induziert  wurde,  der  für  den  Aufbau  eines 
pH‐Gradienten  verantwortlich  war.  Der  Anteil  der  Fluoreszenzlöschung  der  LHCII  durch 
FR‐Bestrahlung  spiegelte  vermutlich  die  maximale  Kapazität  des  CEF  wider.  Auch  bei 
FR‐Bestrahlung mit  sehr  hohen  Photonenflussdichten  (PFD  =  1300 µmol∙m‐2∙s‐1)  konnte  die 








liegt  das  Verhältnis  der  ETRII:ETRI  bei  1:1.  In  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  lag  dieses 
Verhältnis jedoch, bei vergleichbaren PFDs von aktinischem Licht (AL), bei 1:2 (Abbildung 3.4). 
Dies deutet einerseits auf einen hohen Anteil  zyklischen Elektronentransports  (CEF)  am PSI 
hin, könnte aber auch auf einer ungleichmäßigen Verteilung der Anregungsenergie auf beide 
Photosysteme beruhen. Der exakte Mechanismus des CEF ist nicht im Detail verstanden, aber 
durch  neuere  Arbeiten  an  Chlamydomonas  reinhardtii  konnte  die  Bildung  eines 
Superkomplexes  aus  PSI‐LHCI‐LHCII‐FNR‐Cyt b6f‐PGRL1  gezeigt  werden,  welcher 
möglicherweise hier den CEF vermittelt (Iwai et al., 2010). Dies lässt vermuten, dass auch die 
erhöhte  Abundanz  der  Ferredoxin‐NADP+‐Oxidoreduktase  (FNR)  in  der  adg1‐1/tpt‐2 





ETRI  deutlich  gesenkt werden,  und  die  Fluoreszenzlöschung  unter  FR‐Bestrahlung  inhibiert 
werden. 
Der zweite hypothetische ET des CEF verläuft über den NAD(P)H‐Plastochinon‐Dehydrogenase 
Komplex  (NDH). Wie  jedoch  durch  die  native  Auftrennung  der  Photosynthese‐assoziierten 
Superkomplexe gezeigt werden konnte, kommt es  in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante nicht 
zu  einer  Bildung  des  NDH‐Superkomplexes.  Daher  kann  dieser  alternative  Elektronenfluss 
ausgeschlossen werden. Über Ursachen der  fehlenden Bildung kann nur  spekuliert werden. 
Möglicherweise  ist  der  Komplex  auf  Grund  einer  fehlerhaften  Transkriptionsregulierung 
zwischen  Kern  und  Chloroplast  instabil.  Durch  die  globalen  Expressionsanalysen  wurde 
deutlich,  dass  obwohl  die  plastomkodierten  NDH‐Untereinheiten  induziert  wurden,  die 
kernkodierten  NDH‐Untereinheiten  aber  keine  erhöhte  Expression  aufwiesen 
(Abschnitt 3.3.3.3). Die physiologische Relevanz des NDH‐Komplexes  in höheren Pflanzen  ist 
noch  immer unklar, da auch ndh Mutanten nur  leichte Effekte auf den CEF erkennen  ließen 
(Munekage  et  al.,  2004).  Auch  wenn  dieser  putative  alternative  Elektronenfluss  für  die 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante ausgeschlossen werden kann, sollte in zukünftigen Arbeiten die 
Abundanz  der  einzelnen  NDH‐Untereinheiten  weiterführend  immunologisch  untersucht 






der  Assemblierung  des  NDH‐Komplexes  handelt  oder  im  Zusammenhang  mit  der 
HL‐Akklimatisierung steht.  
Bisherige  Publikationen  verweisen wiederholt  auf  den  CEF  als  einen Mechanismus  für  die 
Verstärkung des  transthylakoidalen pH‐Gradienten und  für die  Induktion von qE  (Rumeau et 
al.,  2007;  Takahashi  et  al.,  2009).  Mutanten  mit  Defekten  in  CEF  (pgr5),  die  unter  HL 
Bedingungen  angezogen  worden  waren,  waren  sensitiver  gegenüber  Photoinhibition 
(Munekage  et  al.,  2002).  CEF  wird  sehr  wahrscheinlich  über  den  Reduktionsgrad  des 
NADPH‐Pools  reguliert und durch eine erhöhte Akkumulation von NAPDH  relativ NADP+ am 
PSI eine akzeptorseitige Limitierung eintritt (Okegawa et al., 2008). Dies wäre konsistent mit 
dem  durch  Häusler  et  al.  (2009)  bestimmten  erhöhten  NADPH/NADP‐Verhältnis  in  der 
adg1‐1/tpt‐1 Doppelmutante, welches  zu  einer  akzeptorseitigen  Limitierung  am  PSI  führen 
könnte.  Diese  These  sollte  in  weiterführenden  Untersuchungen  durch  eine  erneute 
Bestimmung  der  NADPH/NADP‐Verhältnisse  unter  Einbeziehung  der  verschiedenen 
Lichtbedingungen  in  der  adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  überprüft werden. Dies  könnte  auch 
mit  der  verringerten  Lhcb2  Phosphorylierung  in  Zusammenhang  stehen,  da  die 
verantwortliche  Kinase  unter  reduzierenden  Bedingungen  im  Stroma  abgeschaltet  wird 
(Abschnitt 4.2.2).  
Allerdings  steht  eine  akzeptorseitige  Limitierung  des  PSI  im  Widerspruch  zu  den  durch 
Absorptionsmessungen bestimmten Parametern des PSI. Hier wurde  festgestellt, dass es  zu 
einer donorseitigen, nicht aber zu einer akzeptorseitigen Limitierung am PSI kommt, also die 
Re‐Oxidation  des  P700  durch  Elektronen  vom  P680  limitiert  ist.  Daher  könnte  auf  einen 
vermehrt oxidierten PQ‐Pool geschlossen werden. Durch die dramatischen stöchiometrischen 
Veränderungen  der  Photosynthese‐assoziierten  Komponenten  und  die  hohe 
Grundfluoreszenz  im  dunkeladaptierten  Blatt  geraten  die  Bestimmungen  der 
Photosyntheseeffizienzen in vivo und die sich daraus ableitenden Parameter an ihre Grenzen. 
Kalkulationen  der  ETRs  beruhen  auf  bestimmten  Annahmen.  So wird  davon  ausgegangen, 
dass  etwa  84 %  des  eingestrahlten  Lichts  vom  Blatt  absorbiert  werden  und  das  Licht 
gleichmäßig  von beiden Photosystemen absorbiert wird. Die beschriebenen Veränderungen 





verminderten  Chl‐Gehalt  und  daher  können  die  Absorption  des  Lichts  und  somit  die 
tatsächlichen ETRs deutlich verringert sein. Wenn die Stöchiometrie der Photosysteme oder 









in der ETK könnte über den Wasser‐Wasser‐Zyklus  (WWZ)  laufen  (Abschnitt 1.2).  In diesem 
Fall würden die Elektronen am PSI nicht auf NADP+ sondern auf O2 übertragen werden, wobei 
es  zur  Bildung  von  Superoxid‐Anionen  kommt.  Die  sequenzielle  Detoxifizierung  der 
Superoxid‐Anionen  läuft  über  Superoxiddismutase  (SOD;  Bildung  von  H2O2)  und  die 
Ascorbatperoxidase  (APX;  Jablonski und Anderson, 1982). Bei dieser Reaktion wird Ascorbat 
(Asc)  durch  H2O2  zu  einem  Molekül  Monodeydroascorbatradikal  (MDA)  oxidiert.  Zwei 
Moleküle  MDA  können  im  Folgenden  zu  einem  Molekül  Asc  und  einem  Molekül 
Dehydroascorbat  (DHA)  reagieren. Die Regenerierung  von Asc  als  Elektronendonor  verläuft 
über das Glutathionsystem unter Verbrauch von NADPH im Stroma des Chloroplasten. Bereits 
durch  Häusler  et  al.  (2009)  konnte  ein  deutlicher  Abfall  der  Asc/DHA‐Verhältnisse  in  der 
adg1‐1/tpt‐1  Doppelmutante  beobachtet  werden.  Dies  unterstützt  die  Hypothese,  dass 
alternative  Abflüsse  der  Elektronen  aus  dem  System  etabliert  sind.  Experimente  zur 
Bestimmung  der  Asc  und  DHA  sowie  der  Glutathiongehalte  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  befinden  sich  zurzeit  in  Vorbereitung.  Eine  erhöhte  Produktion  von 








4.2.5 Der  metabolische  Status  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  ist  direkt  für  die 
Ausprägung des HCF Phänotyp verantwortlich 
Das  Wachstum  auf  exogener  Saccharose  konnte  den  Phänotyp  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  unter  HL  stark  abmildern.  Neben  einer  Erhöhung  der  Wachstumsrate, 
wahrscheinlich durch Bereitstellung von Kohlenhydratvorstufen im Zytosol für das vegetative 
Wachstum  wurde  allerdings  auch  der  HCF  Phänotyp  abgemildert.  Die  Chl‐  und  auch  die 
Car‐Gehalte  wurden  bei  den  Fütterungsversuchen  auf  WT‐Niveau  gerettet.  Die  Chl a 
Fluoreszenz  im  dunkeladaptierten  Blatt  konnte  deutlich  gesenkt  und  die 
Photosyntheseeffizienz erhöht werden. Die Revertierung ging einher mit der Herstellung der 
wildtypischen Stöchiometrie der Photosynthese‐assoziierten Komponenten; die PSII Abundanz 
(psbD) war deutlich erhöht  (Abbildung 3.21).  Interessanterweise  konnte auch eine mit dem 
WT  vergleichbare  Phosphorylierung  der  Lhcb2  Proteine  nach  Saccharosefütterung  im  HL 
beobachten werden.  Im  Vergleich mit  der  dpa1 Mutante  kann  daher  geschlossen werden, 
dass die Lhcb2 Phosphorylierung mit dem HCF Phänotyp korreliert, während die verringerte 
PSII Abundanz keine Korrelation zeigt. 
Wie  bereits  eingangs  in  der Diskussion  erwähnt, wird  aufgrund  der Akkumulation  löslicher 
Zucker  im Zytosol die GPT2 Aktivität deutlich erhöht  (Quick et al., 1995). Somit könnte eine 
Induktion des GPT2, aufgrund der Saccharosefütterung, die fehlende TPT Transportaktivität in 
der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  kompensieren  und  in  der  Lichtphase  einen  alternativen 
Export  für  Photoassimilate  darstellen.  Tatsächlich  konnte  mittels  qPCR  eine  deutliche 
transkriptionelle  Induktion  des  GPT2  im  WT  und  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante 
detektiert werden. Durch Generierung einer adg1‐1/tpt‐2/gpt‐2 Tripelmutante wurde dieser 
Zusammenhang  überprüft. Diese  Tripelmutante  zeigte  den  gleichen HCF  Phänotyp wie  die 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante. Auch konnte der Phänotyp der Tripelmutante durch Fütterung 
exogener Saccharose gerettet werden. Dies schließt die Beteiligung des GPT2 an der Rettung 
des  Phänotyps  aus.  Man  könnte  jedoch  zwei  mögliche  Szenarien,  wie  die  Rettung  des 
Phänotyps durch Saccharosefütterung zustande kommt, ableiten.  
(1)  Die  Zufuhr  von  exogen  angeboten  Zuckern  induziert  weitere  Transporter  auf 
transkriptioneller  oder  auf  funktioneller  Ebene.  Über  einen  Austausch  von 
Reduktionsäquivalenten  über  die  Chloroplastenmembran  könnte  die  Energie  aus  dem 





Kandidat  für  einen  solchen  kompensatorischem  Mechanismus  wäre  das  „Malat  Ventil“. 
Hierbei wird überschüssiges NADPH  im Chloroplasten  verwendet, um aus Oxalacetat  (OAA) 
Malat  durch  die NADP‐Malatdehydrogenase  (NADP‐MDH)  aufzubauen  (Scheibe,  1991). Das 
Malat  wird  über  einen  erst  kürzlich  charakterisierten  Transporter  2‐Oxoglutarat/Malat 
Transporter (OMT1; Kinoshita et al., 2011) im Gegentausch mit OAA ins Zytosol transportiert. 
Hier  kann  es  zu  OAA  unter  NADH  Aufbau  dehydrogeniert  werden,  oder  auch  in  die 
ATP Synthese  in  den  Mitochondrien  einfließen.  Scheibe  et  al.  (2005)  zeigten,  dass  das 
„Malat‐Ventil“ bei HL  induziert werden kann, wobei die Anzucht unter Kurztagbedingungen 
ein  entscheidender  Faktor  ist. Unter  Langtagbedingungen  konnte hingegen  keine  Induktion 
beobachtet  werden.  Dies  macht  eine  Einbindung  bei  der  Rettung  des  Phänotyps  der 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante,  welche  in  allen  Experimenten  unter  Langtagbedingungen 
angezogen worden sind, unwahrscheinlich. Um eine Rolle des „Malat Ventils“ bei der Rettung 
des  Phänotyps  zu  untersuchen,  könnten  Hinweise  durch Generierung  von  Tripelmutanten, 
durch  Kreuzung  der  adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante mit Mutanten mit Defekt  im OMT1  oder 
auch der NADP‐MDH, gewonnen werden.  
(2)  Die  zugeführten  Zucker  besitzen  eine  Signalwirkung,  die  eventuell  über  einen 
Hexokinase‐abhängigen  Signalweg  perzipiert  werden  und  eine  Transkription  essentieller 
chloroplastidärer Komponenten regulieren. Dies könnte z.B. eine Reprimierung der Lhcb Gene 
beinhalten  und  zu  einer  adäquaten  Anpassung  des  Metabolismus  und  der 
Photosynthese‐assoziierten  Komponenten  führen  und  die  starke  Photoinhibition  in  der 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  verringern.  Ein  eindeutiger  Zusammenhang  zwischen 





et  al.,  2003). Das  A. thaliana Genom  kodiert  für  fünf  (putative) Hexokinasen  (HXL1‐3)  und 
Hexokinasen‐ähnliche  (HXKL1‐2)  Proteine.  Auch  hier  könnte  eine  Generierung  von 






des HCF  Phänotyps  vermindern, wäre  dies  ein  eindeutiger  Beweis  für  eine  Beteiligung  der 
Zuckersignale in der Akklimatisierung.  
4.2.6 Weitere Stoffwechselmutanten zeigen einen HCF Phänotyp im Hochlicht 
Die Generierung weiterer Doppelmutanten mit Defekten  in der Stärkebiosynthese  sowie  im 
Export  sollten weitere Aufschlüsse über die  Zusammenhänge  zwischen Metabolitstatus der 
Chloroplasten  bzw.  des  Zytosols  und  den  Akklimatisierungsprozessen  geben.  Alle 
Doppelmutanten mit Defekten in der Stärkebiosynthese (pgi1‐1, pgm1) und der Deletion des 
TPT  offenbarten  den  gleichen  HCF  Phänotyp  wie  die  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  in 
Abhängigkeit von HL  (Abbildung 3.18 A). Daher kann der Anstau eines  Intermediats wie  z.B. 
Glc1P für die Ursache des Phänotyps ausgeschlossen werden. Eine Doppelmutante mit einem 
Defekt im Stärkeabbau (sex1‐3; GWD) und dem TP Export zeigte nur eine leichte vergleichbare 
phänotypische  Ausprägung  des  HCF  (Abbildung 3.18 B).  Dies  deutet  darauf  hin,  dass  ein 
Abfluss der aufgebauten Zucker  in eine  funktionelle Stärkebiosynthese möglicherweise auch 
zu  einer  erhöhten  Abnahme  von  ATP  und  NADPH  führt.  Die  generierte  mex1‐2/tpt‐2 
Doppelmutante mit  einem  Funktionsverlust  des Maltoseexports  (Abschnitt 1.5)  zeigte  zwar 
eine  schwere Wachstumsretardierung  und  stark  chlorotische  Blätter,  jedoch  war  hier  der 




Während  die  pgi1‐1/tpt‐2  sowie  die  tpt‐2/pgm1  Doppelmutanten  eine  vergleichbare 
Fluoreszenzlöschung  im Licht und unter FR‐Bestrahlung wie die adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante 
zeigten, war  in der mex1‐2 Mutante sowie  in der mex1‐2/tpt‐2 Doppelmutante nur  im Licht 
eine Löschung der Fluoreszenz  zu beobachten. Bei der  sex1‐3/tpt‐2 Doppelmutante konnte, 
aufgrund  der  nur  geringfügig  erhöhten  Grundfluoreszenz,  nur  eine  sehr  leichte 
Fluoreszenzlöschung  im  Licht  beobachtet  werden.  Weitergehende  Analysen  bei 
Funktionsverslust  des Maltoseexports  wurden  durch  Stettler  et  al.  (2009) mit  dem  durch 







z.B.  Maltotriose  zurückgingen.  Es  wurde  postuliert,  dass  die  veränderte  Homöostase  der 
Chloroplasten zu einer gerichteten Degradation der Chloroplasten, gefördert über retrograde 
Signalwege,  in  intakten  Zellen  führt.  Cho  et  al  (2010)  generierten  zur  Analyse  des 
Glukosetransports  über  die  Chloroplastenmembran  ebenfalls  eine  tpt‐2/mex1‐2 
Doppelmutante, welche die gleichen phänotypischen Charakteristika aufwies wie die in dieser 
Arbeit  generierte mex1‐2/tpt‐2  Doppelmutante.  Interessanterweise  konnte  diese Mutante 
ebenfalls durch Fütterung von Saccharose gerettet werden (Cho et al., 2010), was gegen die 
von Stettler et al. (2009) postulierte gerichtete Degradation von Chloroplasten in der mex1‐1 
Einzelmutante  spricht.  Denn  auch  unter  Saccharosefütterung  würden  die  toxischen 
Abbauprodukte weiterhin  im Chloroplasten  akkumulieren,  allerdings würde das osmotische 
Potential  des  Zytosols  steigen.  Daher  kann  gefolgert  werden,  dass  die Mechanismen  der 
Fluoreszenzlöschung und den damit verbundenen HCF Phänotyp der pgi1‐1‐ bzw. pgm1/tpt‐2 
Doppelmutanten und der mex1‐2 bzw. mex1‐2/tpt‐2 unterschiedliche Ursachen haben. In den 
pgi1‐1‐  bzw.  pgm1/tpt‐2  Doppelmutanten  handelt  es  sich  vermutlich  ebenfalls  um  qE  an 
losgelösten  LHCII  in  einem  intakten  Chloroplasten.  Bei  den mex1‐2  und  auch mex1‐2/tpt‐2 
Mutante  kann  jedoch  die  Fluoreszenz  durch  den  Integritätsverlust  des  gesamten 
Chloroplasten  nicht  mehr  an  den  LHCII  gelöscht.  Daher  bleibt  auch  die  FR‐abhängige 
Fluoreszenzlöschung aus. 
Aus den dargestellten Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass nicht die Aktivität des TPT 
oder  eine  funktionelle  AGPase  direkt  für  den  HCF  Phänotyp  ausschlaggebend  ist.  Die 
Ergebnisse  der  Zuckerfütterung  und  der  Generierung  der  verschiedenen 
Stoffwechseldoppelmutanten deuten darauf hin, dass der generelle metabolische Status des 
Zytosols  oder  auch  zwischen  Chloroplast  und  Zytosol  z.B.  über  die  HXK  perzipiert werden 
könnte,  welches  im  Folgenden  entscheidend  zur  Akklimatisierung  der  Photosynthese 
beitragen könnte. Das Verständnis der metabolischen Homöostase zwischen Chloroplast und 








der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  lediglich  eine  2,4‐fache  Erhöhung  detektiert  werden 
(Tabelle 3.1). Offenbar hat  sich die Photosynthese und  stromabwärtsliegenden Prozesse  im 
WT  an  die  erhöhte  PFD  angepasst.  Dies  spiegelt  sich  ebenfalls  in  den  gesteigerten 
Elektronentransportraten  am  PSII  (ETRII)  unter  HL‐Anzucht  wider  (Abbildung 3.4 A).  Die 
maximal  erreichbaren  ETRII  der  adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante waren  auf  25 %  im  Vergleich 
zum WT vermindert. Im Vergleich zwischen LL und HL Anzucht von adg1‐1/tpt‐2 wird deutlich, 
dass die maximal erreichbaren ETRII  im HL nicht gesteigert werden konnten (Abbildung 3.4). 
Zugleich  zeigte  die Messung  der  löslichen  Zucker  im  Tagesverlauf  unter  HL  eine  generelle 
Verringerung der Saccharose‐, Glukose‐ und Fruktosegehalte um etwa 50 % im Vergleich zum 
WT.  In  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  verhindert  der  Defekt  im  TPT  den  Export  der 
Photoassimilate  im  Licht  während  parallel  hierzu  die  Synthese  von  Stärke,  als 
Kohlenhydratspeicher  für  die  Nacht,  inhibiert  ist.  Daher  ist  anzunehmen,  dass  der  Pflanze 
nicht  in  ausreichendem  Maße  Kohlenhydrate  zum  vegetativen  Wachstum  zur  Verfügung 
stehen und dies somit die Ursache  für das retardierte Wachstums darstellt. Zuckerlimitation 
führt aber nicht zu einem generell verminderten Energiestatus im Licht. Die absoluten Gehalte 
an ATP  und ADP  sowie  deren Verhältnis waren weder  unter HL  noch  unter  LL Anzucht  im 
Vergleich  zum WT  verändert  (Abbildung 3.14).  Kunz  et  al.  (2009)  untersuchten  die  Effekte 
einer  inhibierten  β‐Oxidation  von  Fettsäuren durch Deletion eines putativen peroxisomalen 
Fettsäuretransporters  (PXA1).  Durch  die  Generierung  einer  adg1‐1/pxa1  Doppelmutante 
konnte gezeigt werden, dass die Energiebereitstellung durch die β‐Oxidation in der Nacht eine 












die  zeitlichen  Prozesse  im  Detail  aufzulösen,  wurden  die  Pflanzen  in  einer  Zeitreihe  nach 
Transfer  von  LL  auf  eine  10‐fach  stärkere  Lichtintensität  (HL)  näher  untersucht.  Die 
Akklimatisierung  der  Photosynthese  wurde  in  dieser  Zeitreihe  anhand  der  Chl a 
Fluoreszenzparameter  untersucht.  Innerhalb  der  ersten  24 h  war  in  allen  getesteten 
Pflanzenlinien  ein  starker  Abfall  des  Fv/Fm‐Verhältnisses  zu  beobachten,  was  durch  einen 
Rückgang  der maximalen  Fluoreszenzausbeute  (Fm)  bedingt wurde. Während  im WT  nach 
etwa  48 h  eine  Erholung  der  Fluoreszenzparameter  einsetzte,  stieg  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  jedoch  ab  diesem  Zeitpunkt  die  Grundfluoreszenz  (F0)  dramatisch  an 
(Abbildung 3.23). Offenbar begann der Akklimatisierungsprozess nach etwa 48 h und war nach 
etwa  sieben  Tagen  im  WT  abgeschlossen.  Erst  nach  diesem  Zeitraum  hatten  sich  die 
Fv/Fm‐Verhältnisse im WT wieder normalisiert. In der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante prägte sich 
nach 48 h der HCF Phänotyp aus. Basierend auf der  zeitlichen Aufschlüsselung wurden  zum 
Zeitpunkt  (ZP)  nach  vier  Stunden  (4h)  und  nach  zwei  Tagen  (2d)  HL  Exposition  eine 
genomweite  Expressionsanalyse  im  Vergleich  zum  LL  (ZP0)  durchgeführt.  Die  Analyse  der 
genomweiten Expressionsdaten beschränkte sich in dieser Arbeit auf die Aufschlüsselung der 
unterschiedlichen  Antworten  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  im  Vergleich  zum  WT. 
Prinzipiell  eröffnet  aber  schon  die  Analyse  der  WT  Expressionsdaten  die  Möglichkeit, 
detaillierte  Studien  über  die  HL‐Akklimatisierung  unter  den  in  dieser  Arbeit  gewählten 
Bedingungen vorzunehmen. 
Putative Kandidatengene der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante wurden unter drei Bedingungen 




wurden,  aber  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  nicht  ansprachen,  unter  Bedingung 3 
zusammengefasst. Unter Ausschluss der in den Einzelmutanten de‐regulierten Gene, konnten 
so  1 832  Gene  zu  ZP4h  sowie  1 681  Gene  zu  ZP2d  identifiziert  werden,  die  nur  in  der 
adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  im Vergleich eine veränderte Transkription nach HL Exposition 
aufwiesen  (Abbildung 3.26).  Zum  ZP4h waren Gene, die mit der  Transkriptionsprozessen  in 
Zusammenhang  stehen,  in  der Doppelmutante  signifikant  überrepräsentiert.  Es  lassen  sich 





Tendenzen beobachten.  (1) Die adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante wies  im Vergleich  zum WT  zu 
beiden  ZP  im  HL  einen  deutlich  höheren  Anteil  an  de‐regulierten  Genen  auf,  die  in 
Transkriptionsprozesse  eingebunden  sind.  (2)  Im  Gegensatz  dazu wurde  im WT  ein  hoher 
Anteil  an  de‐regulierten  Genen  gefunden wurde,  die mit  dem  Stoffwechsel  assoziiert  sind 
(Abbildung 3.27).  
Nach  der  Zuordnung  der  Kandidatengene  zu  einer  putativen  subzellulären  Lokalisierung 
wurden die als  chloroplastidär  vorausgesagten Genprodukte  im Detail betrachtet. Es  lassen 
sich  mehrere  generelle  Aussagen  über  die  Transkriptionsregulierung  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  treffen.  (1)  Gene,  welche  mit  dem  Schwefelmetabolismus  in  den 
Chloroplasten  in Verbindung  stehen wurden  in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante  zum  ZP4h 
deutlich  reprimiert.  (2)  Gene,  die  mit  der  Regulation  der  chloroplastidären  Expression 
assoziiert  sind,  wurden  vermehrt  zu  ZP4h  und  ZP2d  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante 
induziert.  (3)  Die  veränderte  Expression  betraf  viele  Genprodukte,  die  in  unterschiedliche 
Prozesse,  wie  etwa  Schwefel‐,  Kohlenhydrat‐  und  Lipidstoffwechsel  sowie 
Pigmentbiosynthese,  innerhalb  der  Chloroplasten  eingebunden  sind.  Insbesondere  sind 
kernkodierte  Gene  interessant,  die mit  der  chloroplastidären  Transkriptionsregulierung  im 
Zusammenhang  stehen. Die Regulation dieser Gene deutet darauf hin, dass der veränderte 
Status der Chloroplasten  in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante perzipiert wird und  als  Signal 
zum  Kern weitergeleitet wird.  Fey  et  al.  (2005)  konnten  bei  Studien  der  Genregulation  in 
Abhängigkeit  von  verschiedenen  Lichtqualitäten, welche präferentiell PSII oder PSI  anregen 
und  somit den Reduktionsgrad des PQ‐Pools modulieren,  in Kombination mit dem  Inhibitor 
DCMU  (Abschnitt 1.4), 286 differentiell  regulierte Gene  identifizieren. Die Regulation dieser 
Gene  war  direkt  vom  Reduktionsgrad  des  PQ‐Pools  abhängig  und  betraf  alle  großen 
Gengruppen,  wie  Metabolismus,  Transkriptionsregulierung  und  auch  Photosynthese. 
Interessanterweise gibt es eindeutige Überlappungen zwischen den dort identifizierten Genen 
und den  im Rahmen dieser Arbeit gefilterten chloroplastidär  lokalisierten Kandidatengenen, 
wie  z.B.  die Adenylylsulfate  Kinase  (AtAKN2; At4g39940)  oder  die ATP‐Sulfurylase  (AtAPS4; 









Gene  als  statistisch  signifikant  reguliert  erkannt wurden.  Daher  gibt  es  eine  große  Anzahl 
unter  den  Kandidatengenen, welche  nur  schwach  de‐reguliert wurden  und möglicherweise 
aufgrund  von  sekundären Effekten  in der Transkription  verändert waren. Dies  könnte  auch 
erklären, warum nur unter der Bedingung 3 zu ZP2d signifikant über‐ und unterrepräsentierte 
Promotormotive  gefunden  wurden  (Abbildung 3.30).  Unter  dieser  Bedingung  wurden  alle 
Gene,  die  im WT,  aber  nicht  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante,  signifikant  ansprechen, 
zusammengefasst. Das  interessanteste  Promotermotiv GADOWNAT  ist  in  die  Reprimierung 
von Genen durch das exogen appliziertes Pflanzenhormon Gibberillinsäure (GA) eingebunden 
(Ogawa  et  al.,  2003).  Es  ist  denkbar,  dass  GA‐abhängige  Signalwege  in  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante verändert sind.  
4.3.2 Der HCF Phänotyp ‐ ein physiologisches Modell 
Der  Photosynthese‐Phänotyp  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  ist  HL‐abhängig  und  durch 
eine  stark  erniedrigte  Photosyntheseeffizienz  an  beiden  Photosystemen  und  eine  stark 
erhöhte Chl a Fluoreszenz (HCF) im dunkeladaptierten Blatt charakterisiert. Im Rahmen dieser 
Arbeit  konnte  gezeigt werden,  dass  die  Verringerung  der  Effizienz  am  PSII  auf  eine  starke 
Photoinhibition  zurückgeht,  die  zu  einer  deutlich  verminderten  Abundanz  der  PSII 
Kernproteine  führt.  Der  HCF Phänotyp  selbst  wird  verursacht  durch  losgelöste  LHCII  und 
korreliert negativ mit dem Phosphorylierungsgrad der Lhcb2 Proteine. Im Licht kann die durch 
die  losgelösten  LHCs  absorbierte  Anregungsenergie  in  Abhängigkeit  von  dem  über  der 
Thylakoidmembran  etablierten  pH‐Gradienten  als  Wärme  (qE)  abgestrahlt  werden.  Somit 
könnten die  verbliebenen,  intakten Photosysteme  vor einer Überanregung  im HL  geschützt 
werden. Ein derartiger Schutzmechanismus wurde bislang noch nicht beschrieben. Während 
die  protektiven  Mechanismen  (Photoinhibition,  qE  und  möglicherweise  auch  der 
Wasser‐Wasser‐Zyklus)  auf  veränderte  Lichtintensität  greifen,  ist  aber  offensichtlich  die 
Langzeitantwort  bei  der  HL‐Akklimatisierung  der  Photosynthese  in  adg1‐1/tpt‐2  sowie 
tpt‐2/pgm1  und  pgi1‐1/tpt‐2  verändert.  Dies  lässt  sich  insbesondere  aus  einer  fehlenden 










Photosynthese  nahe  des  Licht‐Kompensationspunktes  und  es  ist  wahrscheinlich,  dass  die 
Produktion  von  NADPH  und  ATP  für  die  in  den  Chloroplasten  sattfindenden 
Stoffwechselprozessen in der adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante adäquat ist. Bei einem Transfer zu 




den  Defekten  des  Tag‐  und  Nachtexports  von  Photoassimilaten  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  kann  postuliert  werden,  dass  es  im  weiteren  Verlauf  der  erhöhten 
Lichtabsorption zu einer  fehlenden Abnahme von NADPH und ATP kommt, welche  in einem 
feedback Mechanismus die Photosyntheseeffizienz durch Photooxidation  sowie das hohe qE 
an  den  entkoppelten  LHCII  reduziert.  Gestützt  wird  diese  Hypothese  durch  Versuche  von 
Durchan et al. (2001) an Nicotiana tabacum Pflanzen in CO2 freier Luft. Der CO2 Mangel führt 
zu einer Inhibierung des Calvin‐Zyklus, dem primären Abnehmer von ATP und NADPH, und es 
bildete  sich  im  Folgenden  ein  mit  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  vergleichbarer  HCF 
Phänotyp  aus.  Die  Annahme  eines  erhöhten  Reduktionsgrads  des  Chloroplastenstromas 
würde  mit  der  Abschaltung  der  LHCII  STN7  Kinase  und  mit  der  erniedrigten  Lhcb2 
Phosphorylierung  in  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  übereinstimmen  (Rintamäki  et  al., 
1997; Hou et al., 2003). 
Die Langzeitantwort zur Induktion der Akklimatisierungsprozesse, die gezielte Induktion bzw. 
Repression  von  Photosynthese‐  und  auch  Metabolismus‐assoziierten  Genen,  ist  in  der 
adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  massiv  gestört.  Da  es  durch  Saccharosefütterung  zu  einer 
Revertierung  des  HCF Phänotyps  kommt,  könnte  angenommen  werden,  dass  die 
Zuckerakkumulation im Zytosol, die notwendigen Akklimatisierungsprozesse einleitet und eine 
Signalfunktion  besitzt.  Im  Folgenden  werden  Gene  induziert,  deren  Produkte  (1)  die 









muss  das  Verständnis  der  Stoffwechselvorgänge  in  den  Chloroplasten  der  adg1‐1/tpt‐2 
Doppelmutante  vertieft werden.  Vorstellbar wäre  durch  nicht‐wässrige  Fraktionierung  den 
Metabolitenpool  von  Chloroplast  und  Zytosol  getrennt  zu  bestimmen.  Eine  genomweite 
Expressionsanalyse  nach  Zuckerfütterung  könnte  Hinweise  auf  die  Expression  von 
Transportern  geben, welche  an der Rettung des Phänotyps der adg1‐1/tpt‐2 beteiligt  sind. 
Während  der  GPT2  durch  die  Experimente  dieser  Arbeit  ausgeschlossen  werden  kann, 
könnten  jedoch  andere  Transporter  eine  funktionelle  Rolle  spielen.  Die  Generierung  von 
Kreuzungen  von  Mutanten  in  diesen  Transportern  oder  auch  den  Hexokinasen  in  den 
Hintergrund  der  adg1‐1/tpt‐2 Doppelmutante würden  deren  essentielle Bedeutung  bei  der 
Zucker‐abhängigen Rettung unterstreichen.  In diesem Zusammenhang muss geklärt werden, 
welche Zucker neben Saccharose eine Revertierung des Phänotyps verursachen. Desweitern 
könnten  Messungen  von  an  der  Detoxifizierung  beteiligen  Komponenten  wie  z.B.  die 
Asc/DHA‐Verhältnisse  Aufschluss  über  die  Etablierung  alternativer  Elektronenflüsse  geben. 








Im  Rahmen  der  vorliegenden  Arbeit  wurden  die  Akklimatisierungsprozesse  an  veränderte 
Lichtbedingungen  von  Stoffwechselmutanten mit Defekten  im  Tages‐  und Nachtexport  von 
Photoassimilaten  untersucht.  Hierzu  wurde  eine  kürzlich  identifizierte  Mutante  mit 
vollständigem  Funktionsverlust  des  Triosephosphat/Phosphat  Translokators  (TPT;  tpt‐2) 
sowohl  in  den  Hintergrund  von  (1)  Mutanten  mit  einer  deutlich  beeinträchtigten 
Stärkebiosynthese  in den Blättern  (AGPase, adg1‐1; plastidäre Phosphoglukomutase, pgm1; 
Phosphoglukoseisomerase,  pgi1‐1)  als  auch  in  (2) Mutanten mit  Defekten  im  Stärkeabbau 
(Glukan‐Wasser‐Dikinase,  sex1‐3)  bzw.  im  Export  von  Stärkeabbauprodukten 
(Maltoseexporter,  mex1‐2)  eingekreuzt.  Die  erstaunlicherweise  überlebensfähigen 
Doppelmutanten  zeigten  eine  starke  Wachstumsretardierung  und  mit  Ausnahme  der 
sex1‐3/tpt‐2 Doppelmutante einen Photosynthesephänotyp. Dieser war charakterisiert durch 
eine  verminderte  Photosyntheseeffizienz  und  eine  stark  erhöhte  Grundfluoreszenz.  Daher 
wurden  diese  Doppelmutanten  auch  als  „Hoch‐Chlorophyll‐Fluoreszenz“  (HCF)  Mutanten 
definiert. 
Es wurde  festgestellt,  dass  der HCF  Phänotyp  nur  unter Hochlichtbedingungen  ausgebildet 
wurde,  während  die  Doppelmutanten  unter  Schwachlichtbedingungen  phänotypisch  vom 
Wildtyp  nicht  zu  unterscheiden  waren.  In  der  adg1‐1/tpt‐2  Doppelmutante  führte  eine 
Anzucht  im  Hochlicht  zu  einer  dramatischen  Veränderung  der  Gehalte  von 
Photosynthese‐assoziierten  Proteinen.  Die  plastomkodierten  zentralen  Untereinheiten  von 
beiden  Photosystemen  waren  stark  verringert,  während  die  kernkodierten 
Lichtsammelkomplexe weder auf transkriptioneller noch auf Proteinebene eine Veränderung 
zeigten.  Die  Ursache  der  stark  erhöhten  Grundfluoreszenz  konnte  auf  eine  Ablösung  der 




Es  wird  postuliert,  dass  die  beobachteten  Veränderungen  im  Zusammenhang  mit  einer 







werden,  dass  Veränderungen  der  Lichtintensität  dennoch  perzipiert  werden  und  zu  einer 
Modulation der chloroplastidären Genexpression führen.  
Fütterung  mit  exogener  Saccharose  führte  zu  einer  Revertierung  des  HCF‐  sowie  des 
Wachstumsphänotyps  im Hochlicht. Daher wird die Rolle Zucker‐abhängiger Signalwege bei 








In  the present work  the acclimation  response  to high  light of A. thaliana plants defective  in 
the day‐ and night path of photoassimilate export was analyzed. A newly discovered mutant 
with complete loss of activity of the triosephosphate/phosphate translocator (TPT; tpt‐2) was 
crossed  into  the  background  of  (1)  plants  affected  in  the  starch  biosynthesis  in  leaves 
(AGPase, adg1‐1; plastidic phosphoglucomutase, pgm1; plastidic phosphoglucose  isomerase, 
pgi1‐1) as well as (2) mutants defective in starch degradation (glucane water dikinase, sex1‐3) 
or  in  the export of  starch degradation products  (maltose  transporter, mex1‐2). Surprisingly, 
the  double  mutants  were  still  viable  although  showing  strong  growth  retardation  and 
developed, except for the sex1‐3/tpt‐2 double mutant, a dramatic photosynthetic phenotype. 
This  phenotype  was  characterized  by  a  reduced  photosynthetic  efficiency  and  increased 




mutant,  growth  in  high  light  led  to  a  drastic  alteration  in  the  content  of  photosynthesis‐
associated proteins. The amount of plastome‐coded core subunits of both photosystems were 
strongly  reduced, whereas  the  nuclear‐encoded  light  harvesting  complex  subunits  did  not 
show any significant changes neither transcriptionally nor at the protein  level. The  increased 
ground fluorescence was due to the detachment of the  light harvesting complexes from the 








high  light.  The  role  of  sugar‐dependent  signaling  pathways  in  high  light  acclimation  is 
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Die  Homozygotie  der  tpt‐2  wurde  mit  den  Primerpaaren  g_tpt‐2_fwd/rev  (a,  1 114 bp)  sowie 
Salk_LB/g_tpt‐2_rev (b, 450 bp)  in den generierten Doppelmutanten getestet und die amplifizierten Fragmente 
im  Agarosegel  aufgetrennt.  (C)  Die  homozygote  Insertion  der  T‐DNA  im  GPT2 wurde mit  den  Primerpaaren 
g_gpt2fwd/rev (d, 822 bp) sowie Salk_LB/g_gpt‐2_rev (c, 850 bp) überprüft und die amplifizierten Fragmente im 
Agarosegel  aufgetrennt.  Aufgrund  der  Größe  der  T‐DNA  Insertion  kann  kein  WT  Fragment  mit  dem 
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